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Cranial morphometric study of four giant flying squirrels 
(Petaurista) (Rodentia: Sciuridae) from China 


LI Song", YU Fa-Hong?, LU Xue-Fei^ 4 


(1. State Key Laboratory of Genetic Resources and Evolution, Kunming Natural History Museum of Zoology, Kunming Institute of Zoology, the Chinese 
Academy of Sciences, Kunming 650223, China; 2. ICBR, University of Florida, Gainesville, FL 32610, USA; 3. Institute of Zoology, the Chinese Academy of 
Sciences, Beijing 100101, China; 4. Graduate School of the Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 


Abstract: The present study revisited the controversial taxonomic status of Petaurista yunanensis, P. philippensis, P. 
hainana, and P. petaurista by using a considerably extended set of morphometrical characters (26 cranial variables from 
60 adult specimen skulls). The results revealed no sexual dimorphism in any of the four species but confirmed significant 
craniometric differences among the four species in both the principal components analysis (PCA) and discriminant 
function analysis (DFA), with the greatest distinction observed between P. petaurista and other Petaurista species. Both 
univariate and multivariate analysis indicated that the morphological differences between P. yunanensis and P. 
philippensis were less than that between P. philippensis and P. hainana. The morphometric results were concordant in 
geographic patterns with mtDNA data from previous studies and indicated that P. petaurista, P. hainana, P. philippensis, 


and P. yunanensis could be recognized as valid species. 


Key words: Petaurista; Cranial variables; Statistical analysis; Species 


中 国 四 种 器 鼠 的 头骨 形态 学 


I 


上 科学院 昆明 动物 研究 所 遗传 资源 与 进化 国家 重点 实验 室 , 昆明 动物 博物 馆 , 云南 昆明 650223; 2. 美国 佛罗里达 大 学 生物 技术 研究 中 心 , 佛 
罗 里 达 32610, 美国 ; 3. 中 国 科学 院 动物 研究 所 , 北京 100101; 4. 中 国 科 学 院 研究 生 院 , 北京 100049) 


摘要 : 针对 长 期 以 来 有 关 锯 鼠 分 类 地 位 的 争议 , 该 研究 基于 查看 、 测 取 60 号 锯 鼠 成 体 头骨 (每 号 头骨 测 取 26 
个 可 量 性 状 ) 共 计 1560 个 数据 , 运用 多 变量 、 单 变量 分 析 方 法 , X RE e (Petaurista) P HYJ P. yunanensis, P. 
philippensis, P. hainana VA P. petiin 头骨 可 测量 数据 进行 了 统计 学 分 析 , EAE EXR 4 Phe AISA ESA 
以 及 已 yunanensis 和 已 hainana 的 分 类 地 位 。 结 果 显 示 : (1) 上 述 可 测量 头骨 性 状 在 该 4 种 十 鼠 中 不 存在 性 二 型 现 
象 ; (DER 4 种 是 鼠 在 所 测量 的 头骨 性 状 上 两 两 间 均 存 在 显 兰 差异 ; (3)P. philippensis 与 P. hainana 之 间 的 头骨 形 
态 差 异 程度 远大 于 P. yunanensis 与 P. philippensis 之 间 的 差异 。 该 结果 在 宏观 统计 分 析 水 平 上 为 上 述 4 PESB BRUT] 
种 地 位 有 效 性 提供 了 佐证 , 与 前 人 基于 分 子 水平 (mtDNA) 的 种 地 位 有 效 性 研究 结果 相似 。 


XS: Hub; 头骨 变量 ; 统计 分 析 ; 物种 
中 图 分 类 号 : 959.837; Q954.54+2 ”文献 标志 码 : A ”文章 编号 : 0254-5853-(2012)02-0119-08 
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Because various species and subspecies with significant 
geographical variations are included within this genus, 
inter-specific 


Giant flying squirrels (Petaurista) occur in lowlands 
and mountains up to 4 000 m in East and Southeast Asia 
from Pakistan and Kashmir. Currently, eight to ten forms the taxonomy and the intra- and 
are commonly accepted as valid Petaurista species, with phylogenetic relationships remain 
each divided into various forms or subspecies (Corbet & inconclusive. Several taxonomic studies and more than 
Hill, 1992; Wang, 2003; Thorington & Hoffmann, 2005). 18 Petaurista forms, subspecies, or species have been 


unclear and 
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described on the basis of dental and cranial 
characteristics and external structures (Allen, 1940; 
Corbet & Hill, 1992; Ellerman, 1940; Hoffmann et al, 
1993; Wang, 2003; Zhang et al, 1997). 

Petaurista are widely distributed in China and more 
than ten distinct species are recognized (Corbet & Hill, 
1992; Wang, 2003; Zhang et al, 1997). However, several 
of these species are referenced with very few specimens 
or based solely on skins with no corresponding skulls 
(Allen, 1940; Ellerman, 1940), and some are actually the 
synonyms or subspecies of either the P. petaurista 
complex or the P. philippensis complex due to intraspecific 
geographic variations across their distributions in Asia. 

Corbet & Hill (1992) treated P. albiventer in 
Pakistan and southwest China as the synonym of P. 
petaurista and recognized P. philippensis as a distinct 
species consisting of many forms formerly assigned to P. 
petaurista, including forms distributed in Taiwan (P. 
grandis), southwest Yunnan (P. yunanensis), and Hainan 
(P. hainana). After comparing the pelage and cranial 
characteristics of P. petaurista and P. hainana, Huang et 
al (1995) considered P. hainana to be a valid species, but 
Wang (2003) treated P. hainana as a subspecies of P. 
yunanensis. Thorington & Hoffmann (2005) treated all 
Petaurista forms as eight valid species instead of nine as 
suggested by Corbet & Hill (1992), but they accepted the 
specific validity of P. philippensis and the subspecies 
status of P. yunanensis and P. hainana. Patterns of 
genetic variations observed in the complex of P. 
philippensis based on cytochrome b genes indicated that 
P. hainana, P. albiventer, and P. yunanensis could be 
distinct species (Yu et al, 2006). Some forms included in 
P. philippensis warranted separate specific rank based on 
molecular data (Oshida et al, 2000a, b; Yu et al, 2006), 
but without further evidence from morphometric data, 
much remains to be done to ascertain conclusively these 
specific conclusions. 

Most recent phylogenetic studies have focused on 
molecular data analysis, but tracing changes in 
morphological characters is also an important way to 
evaluate the distribution of the characters on which those 
taxonomic units are based. Morphometric data are 
important to understand biological phenomena and have 
dental, and body 
measurements of many mammals (Mufioz-Mufioz & 
Perpinan, 2010; Slábová & Frynta, 2007; Zelditch et al, 
2004). Quantitative analysis of intra- and inter-specific 


been used to evaluate cranial, 
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variations at the morphological level is useful for 


detecting patterns of geographic variations and 
delimiting intra- or inter-specific evolutionary units. To 
date, however, there are currently no published reports of 
quantitative analysis based on morphological characteristics 
that would allow the identification of the morphotypes in 
the complex of P. philippensis and P. petaurista. 

To discuss the taxonomic relationships of P. 
and P. 


petaurista and test previous taxonomic hypotheses, the 


philippensis, P. yunanensis, P. hainana, 
present study conducted a comprehensive morphometric 
study on the above Chinese Petaurista species based on 
samples subsequently collected from southwest Yunnan 
and the Island of Hainan, China. Multivariate analyses 
were used to produce an overview of the associations 
between morphological variables and species patterns 
and discuss the taxonomic implications of these flying 
morphometric study could be 

studies of variations of DNA 
sequences in flying squirrels. 


1 Materials and Methods 


squirrels. Our 
complementary to 


1.1 Specimens and data collection 

According to the taxonomic assignments of Allen 
(1940) and Zhang et al (1997), a total of 60 intact adult 
skull specimens of P. petaurista, P. yunanensis, P. 
hainana, and P. philippensis were examined for 
morphometric study (Append. I). These specimens are 
from the Kunming Institute of Zoology, Chinese 
Academy of Sciences (KIZ, CAS) (Kunming, China), the 
Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences (IOZ, 
CAS) (Beijing, China), and the Guangdong 
Entomological Institute (GDEI) (Guangzhou, China). 

Twenty-six cranial variables taken with a digital 
caliper to the nearest 0.01 mm were used in the 
morphometric analysis as described by Musser (1979), 
Musser & Heaney (1992), Xia et al (2006), and Yang et 
al (2005), and depicted in Fig. 1 following Huang’s 
description (1995). The variables measured included: 
maximum length of skull (GLS), condylobasal length 
(CBL), basal length (BL), occipito-nasal length (ONL), 
palatal length (PL), length of palatal bridge (PBL), 
length of upper tooth row (LUTR), length of upper 
molars (LUM), maximum upper molars breadth 
(GUMB), rostral length (ROL) and breadth (ROB), 
auditory bulla length (ABL) and breadth (ABB), breadth 
of zygomatic plate (BZP), breadth of occipital condyles 
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Fig. 1 Illustration of the 26 cranial variables used in the study 


(BOO), height of occipital (HO), zygomatic breadth 
(ZOB), mastoid breadth (MTB), nasal length (NL) and 
breadth (BN), mandible length (ML), height of mandible 
(THM), length of lower diastema (LLD), length of lower 
molar row (LLMR), length of lower tooth row (LTR), 
and mandibular height (MH). In addition, the head and 
body length (HB), tail length (TL), hind foot length 
(HFL), and ear length (EL), which were compared to the 
original measurements labeled on the skins by the 
collectors. 
1.2 Data analysis 

Statistical analyses were performed using SPSS 
version 11.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). All 
variables were transformed into logarithms to eliminate 
the bias effect of large measurements in multivariate 
(D'Elía & Pardiñas, 2004). Statistical 
differences were considered significant at P<0.05. 


analysis 


In this study, all related data were subjected to one- 





way ANOVA for calculating mean+SD. T-test was used 
to assess the sexual dimorphism between male and 
female groups by comparing the group means of cranial 
measurements. Multiple comparisons between taxa were 
made for all 26 cranial measurements to evaluate 
variations between samples. Multivariate analyses, 


including principal components analysis (PCA) and 
discriminant function analysis (DFA), were carried out to 
evaluate the degree of similarity and dissimilarity in 
cranial structures between the putative species and to 
determine how the taxa were related when all cranial 
characters measured are considered simultaneously. 

The PCA is based upon the variance-covariance 
matrix of the log-transformed variables. The eigenvector 
scores describing the relative significance of each 
variable to the principal components were used to 
compare the cranial morphological similarities and 
differences. The PCA scatter-plot visually represented 
the variation among different individuals of the samples. 
The DFA was performed to investigate the integrity of 
the pre-defined groups and to predict group membership 
of specimens with the linear models of variables. Based 
on the derived discriminant functions, each individual 
was allocated to the group with nearest centroid, and the 
proportion of individuals allocated to each group was 
calculated. 


2 Results 





Mean+SD of 4 external and 26 cranial variables for 
the four taxa are presented in Tab. 1. 
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Tab. 1 Four external and 26 cranial measurements of four species of Petaurista: (mean+SD)/range 
GLS CBL ONL PL PBL LUTR LUM 
P. yunanensis 77.16+2.73 71.55x2.51 66.29+2.58 76.9042.70 40.08x1.72 26.97+1.06 37.57+£1.36 12.4640.42 
n=15 71.67-81.56 67.79—75.68 62.24—70.53 71.64-81.09 37.55-43.05 25.05-28.59 35.73-39.80 11.68-13.06 
P. philippensis 79.1022.01 73.93+2.14 68.6022.09 78.70+2.08 41.82+1.47 28.10+1.32 38.94+1.13 12.46+0.47 
n=21 75.35-82.71 69.10-77.75 64.44-72.39 74.96-82.77 39.11—43.80 26.13—30.64 37.27-40.77 11.67-13.29 
P. hainana 73.45+£1.90 68.92+1.80 63.83+£1.77 72.82+1.83 39.05+1.20 25.35+0.92 36.14+1.12 11.16+0.31 
n=17 68.96—76.68 65.19-72.04 60.34-66.86 68.59-75.52 36.93-41.25 23.96-27.29 34.04-37.99 10.58-11.78 
P. petaurista 63.2542.12 59.40+2.00 55.05+1.84 62.8442.24 33.64+1.54 22.23+1.25 30.88+0.98 9.92+0.43 
n=7 60.16-66.43 56.98-62.67 52.69—58.30 59.39-66.14 32.26-35.86 20.25-23.80 29.72-32.34 9.15—10.42 
GUMB ROL ABL ABB BZP BOO HO 
P. yunanensis 20.25+0.89 16.61+1.07 15.64+0.82 13.2840.72 10.17+0.45 8.20+0.66 18.27x0.77 8.43+0.79 
n=15 18.70-21.46 14.94-18.14 13.94-16.85 12.22-14.62 8.83—10.61 6.94—9.12 17.00-19.67 6.87—9.76 
P. philippensis 20.43+0.79 17.63+0.81 16.56+0.72 14.8140.67 11.18+0.48 7.73+0.43 18.58+0.88 8.53+0.57 
n=21 19.07-22.57 16.05-18.93 15.36-18.11 13.73-15.76 10.50-12.41 6.60—8.74 17.48-20.22 7.47-9.57 
P. hainana 19.26+0.72 15.88+0.76 16.12+0.73 14.27+0.36 10.53+0.63 6.67+0.46 17.48+0.82 9.45+0.69 
n=17 18.14-20.57 14.06-17.34 14.51-17.30 13.60-14.91 9.36-11.48 5.96—7.66 15.57-18.62 8.27-10.72 
P. petaurista 16.60+0.46 12.72+0.51 13.81+0.65 13.1940.38 9.33+0.48 6.04+0.35 14.39+0.53 7.61+0.24 
n=7 16.05-17.46 12.09-13.30 12.65-14.53 12.81-13.88 8.54—9.78 5.53—6.53 13.51-15.00 7.34-8.04 
ZOB MTB BN ML THM LLD LLMR 
P. yunanensis 51.00+1.74 29.34+1.11 23.82+1.56 15.15+1.00 53.96+2.09 31.88+1.19 10.30+0.81 13.66+0.45 
n=15 48.18—54.40 27.26-31.24 20.59-26.05 13.94-16.91 49.54-57.31 29.95-34.00 8.95-12.01 13.13-14.66 
P. philippensis 51.424+1.72 30.05+1.31 24.34+1.46 15.3040.96 54.82+1.33 32.23+1.23 10.82+0.65 14.0340.56 
n=21 46.48—54.73 27.71-32.11 21.98-27.34 13.53-17.40 52.31—57.68 29.61—34.64 9.42-11.94 13.16-15.37 
P. hainana 49.09+1.24 27.58+£1.07 22.76+1.23 14.61+0.61 50.92+1.21 30.08+1.25 10.21+0.53 12.53+0.35 
n=17 46.79—51.34 25.96—29.39 20.89—24.71 13.38-15.50 48.81—52.71 27.96-32.40 8.97—10.88 11.83-13.12 
P. petaurista 41.34+1.10 22.67+0.92 19.47+1.31 11.1340.47 43.42x1.11 26.08x1.07 8.52+0.42 10.7440.26 
n=7 39.16-42.50 21.54—23.65 17.84-21.15 10.39-11.71 42.08—44.93 24.65-28.04 7.82-9.20 10.39-11.16 
LTR MH HB TL HFL EL 
3 443.07226.80 528.69+49.19 82.93+4.91 44.1443 .32 
les Oe 12 pn 420.00—520.00 440.00-620.00 75.00-92.00 40.00-52.00 
n=15 33.95-37.19 11.38-13.80 a i 5 d 
n-14 n-13 n=14 n=14 
D . 459.53433.17 549.95+41.89 83.42£7.74 49.21+4.20 
P. philippensis de LS 12112032 384.00-530.00 470.00-620.00 65.00-100.00 42.00-58.00 
n=21 34.98-39.89 11.02-12.95 
n=19 n=19 n=19 n=19 
é 413.63427.29 486.31430.60 77.004£5.21 41.59+4.12 
P. hainana 34.2140.87 11.61+0.41 
n-17 32.35-35A41 10.88-12.32 SAS OF 45009 S000; 320,00 7000.90.00 ui 
n=16 n=16 n=17 n=17 
337.50+3.54 360.00+0.00 60.00+0.00 42.00+0.00 
P. petaurista 28.96+0.83 9.77+0.25 e a À » 
n-] 27.81-29.90 9.35-10.06 PUE M iQ cM in poe 


Variable codes are given in the text and Fig. 1. 


2.1 Univariate analysis 

Univariate comparison revealed that the means of 
all variables were significantly different and, in general, 
tended to become progressively larger from P. petaurista, 
P. hainana, P. yunanensis, to P. philippensis. The t-tests 
of Equality of Group Means on 54 (30 males, 24 females) 
out of 60 specimens indicated there was no sexual 
dimorphism in the 26 cranial variables in the four 
Petaurista groups (Tab. 2). Quantitative pairwise 
comparisons of all cranial variables between taxa 
indicated that P. yunanensis was morphologically similar 
to P. philippensis, with 11 cranial measurements 
showing no significant difference (P>0.05) (Tab. 3). 
Also, five cranial variables were not significantly 
different between P. yunanensis and P. hainana. 


2.2 Multivariate analysis 

In PCA, the eigenvalues for the first three principal 
components were 20.62, 1.64 and 0.85, respectively, 
accounting for 88.91% of the total variance (Tab. 4). 
Most characteristics with high positive loadings on the 
first principal component suggested that this component 
(79.32% of the total variance) represented size variation 
within the samples. All specimens on the first principal 
component were clustered as three groups, P. petaurista, 
P. hainana, and the group of P. yunanensis and P. 
philippensis with considerable overlaps. The second 
principal component (6.32% of the total variance) was 
strongly correlated with ROB, ABL, ABB, and BZP 
(loadings>0.50), and the third principal component 
(3.27% of the total variance) was correlated primarily 
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Tab.2 t-tests of Equality of Group Means for male and 
female (variable codes are given in the text and Fig.1) 





with HO (loadings>0.50) (Tab. 4). The first two principal 
components separated all specimens as four distinct 








Wilks' Lambda F df df2 P groups (Fig. 2). 
E e ees : 22 bos The DFA identified the major patterns of 
CBL 0.976 1.274 1 52 0.264 
BL 0.980 1.087 1 52 0.302 morphological divergence in the crania among the four 
ONL 0.981 1.021 1 32 0.317 Petaurista groups. The variation pattern reflected by the 
Ss Hn MER | F n first two discriminant functions was consistent with the 
LUTR 0.993 0.386 1 52 0.537 morphological variations observed in the PCA, and all 
EUM 9224 0:237 ; 32 0-588 samples were clearly clustered as four distinguishable 
GUMB 0.983 0.924 1 52 0.341 » ERES : 
ROL 1.000 0.006 1 52 0.939 groups based on the 1" and 2" discriminant functions 
ROB 0.959 2.214 1 52 0.143 (Fig. 3). In specimen reclassification by DFA, all 
ABE 0286 0:746 I 2 9.322 individuals were properly assigned to their original 
ABB 0.978 1.191 1 52 0.280 
BZP 0.956 2.368 1 52 0.130 groups on the basis of the studied measurements. Fig. 4 
BOO 0.993 0.377 1 52 0.542 is the geographic distributions of all Petaurista samples 
HO 0.996 0.233 1 52 0.632 24 E. 
ZOB 0.967 1.775 1 52 0.189 used in this study. 
MTB 0.993 0.359 1 52 0.552 : , 
NL 0.998 0.106 1 52 0.746 3 Discussion 
BN 0.994 0.291 1 52 0.592 
ML 0.992 432 1 52 0.514 One contentious issue regarding the Chinese 
THM 0.955 2.438 1 52 0.124 Petaurista is the taxonomic status of P. yunanensis, P. 
LLD 0.986 0.739 1 52 0.394 philippensis, P. hainana, and the populations of P. 
pun E dn 5 ns petaurista in China, which have long been controversial 
MH 0.981 0.988 1 52 0.325 (Corbet & Hill, 1992; Ellerman, 1940; Ellerman & 
P«0.05 Morrison-Scott, 1950; Hoffmann et al, 1993; Huang et al, 
Tab. 3 Multiple Comparisons between the four study species 
P. yunanensis vs P. yunanensis vs P. yunanensis vs P. philippensis vs P. philippensis vs P. hainana vs 
Variables P. philippensis P. hainana P. petaurista P. hainana P. petaurista P. petaurista 
Mean Mean Mean Mean Mean Mean 
Difference Difference Difference Difference Difference Difference 
GLS 0.011* 0.005 0.021** — 0.000 0.086** — 0.000 0.032** 0.000 0.097** 0.000  0.065** ^ 0.000 
CBL 0.016* 0.002 0.016* 0.003 0.081** — 0.000 0.033** 0.000 0.097** 0.000 0.065** 0.000 
BL 0.015* 0.003 0.016* 0.002 — 0.081** — 0.000 — 0.031** 0.000 0.095** 0.000 © 0.064** 0.000 
ONL 0.010* 0.007 0.024** — 0.000 0.088** © 0.000 0.034** 0.000 0.098** 0.000  0.064** 0.000 
PL 0.019* 0.001 0.011 0.058 — 0.076** 0.000 — 0.030** — 0.000 0.095** 0.000  0.065** 0.000 
PBL 0.018* 0.008. — 0.027** — 0.000 — 0.084** — 0.000 0.045** 0.000 — 0.102** — 0.000 — 0.057** 0.000 
LUTR 0.015* 0.002 0.017* 0.00 — 0.085** — 0.000 0.032** 0.000 0.100** 0.000 0.068** 0.000 
LUM 0.001 0.911  0.048** 0.000 0.099** 0.000 0.047** 0.000 0.099** 0.000 0.051** 0.000 
GUMB 0.003 0.542 0.022* 0.001 0.086** 0.000 0.025** — 0.000 0.089** ^ 0.000  0.064** 0.000 
ROL 0.026* 0.001 0.019* 0.0018 — 0.116** — 0.000 0.046** — 0.000 0.142** 0.000  0.096** 0.000 
ROB 0.025* 0.001 0.013 0.070 | 0.054** — 0.000 0.011 0.103 0.078** — 0.000 — 0.067** 0.000 
ABL 0.047** — 0.000 — 0.0322** — 0.000 0.002 0.771 0.015* 0.012 — 0.050** — 0.000 — 0.034** 0.000 
ABB 0.041** — 0.000 0.014 0.065 0.038** — 0.000 0.027** — 0.000  0.079** ^ 0.000  0.052** 0.000 
BZP 0.025* 0.015  0.089** 0.000  0.132** — 0.000 0.065** 0.000 . 0.107** 0.000 0.043* 0.002 
BOO 0.007 0.293 0.019* 0.007 — 0.104** — 0.000 — 0.027** — 0.000  0.111** — 0.000  0.084** 0.000 
HO 0.006 0.578 | 0.051** — 0.000 0.043* 0.005 — 0.044** —— 0.000 0.049* 0.00 — 0.094** — 0.000 
ZOB 0.003 0.462 0.016* 0.00 — 0.091** — 0.000 0.020** — 0.000  0.094** ^ 0.000 — 0.075** 0.000 
MTB 0.010 0.000 | 0.027** — 0.000 0.112** — 0.000 0.037** — 0.000 0.122** — 0.000  0.085** 0.000 
NL 0.009 0.311 0.019* 0.0044 — 0.088** 0.000 0.029* 0.00 — 0.097** 0.000 — 0.068** 0.000 
BN 0.004 0.600 0.015 0.083 . 0.133** — 0.000 0.020* 0.007 — 0.138** — 0.000 — 0.118** 0.000 
ML 0.007 0.114 0.025** — 0.000 0.094** — 0.000 . 0.032** 0.000  0.101** 0.000  0.069** 0.000 
THM 0.005 0.383 0.025** 0.000 — 0.087** — 0.000 0.030** 0.000 . 0.092** 0.000  0.062** ^ 0.000 
LLD 0.022* 0.023 0.003 0.767 . 0.082** 0.000 0.025* 0.008 — 0.103** — 0.000 — 0.079** —— 0.000 
LLMR 0.012* 0.0018 — 0.037** — 0.000 — 0.104** — 0.000  0.049** — 0.000 . 0.116** 0.000 © 0.067** 0.000 
LTR 0.016* 0.000 — 0.018** — 0.000 0.090** — 0.000 0.034** — 0.000 . 0.106** . 0.000 . 0.072** 0.000 
MH 0.003 0.583 0.022* 0.000 0.096** 0.000 0.025** — 0.000 — 0.100** ^ 0.000 — 0.075** 0.000 


*: P «0.05; **: P «0.001 
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Tab. 4 Factor loadings and percentage of variance 


explained for principal component analysis 
(variable codes are given in the text and Fig. 1) 





Variables PCI PC2 PC3 
GLS 0.898 0.347 0.221 
CBL 0.868 0.379 0.212 

BL 0.876 0.388 0.227 
ONL 0.904 0.336 0.201 
PL 0.841 0.422 0.224 
PBL 0.872 0.347 0.024 
LUTR 0.889 0.375 0.192 
LUM 0.944 0.164 -0.016 
GUMB 0.839 0.250 0.330 
ROL 0.820 0.420 0.151 
ROB 0.535 0.586 0.470 
ABL 0.129 0.895 0.207 
ABB 0.393 0.766 0.085 
BZP 0.833 -0.608 -0.028 
BOO 0.847 0.279 0.258 
HO 0.084 0.191 0.943 
ZOB 0.852 0.250 0.370 
MTB 0.882 0.307 0.265 
NL 0.745 0.357 0.317 
BN 0.757 0.339 0.389 
ML 0.919 0.291 0.219 
THM 0.875 0.260 0.208 
LLD 0.709 0.401 0.372 
LLMR 0.914 0.275 -0.002 
LTR 0.883 0.391 0.157 
MH 0.838 0.288 0.242 
Eigenvalues 20.62 1.64 0.85 
Variance explained (96) 79.32 6.32 3.27 
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Fig. 2 Scatterplots of the samples in PCA space 
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Fig. 3 Plot of the samples of the four Petaurista species on 


discriminant canonical function 1 and 2 
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Fig. 4 Geographic distributions of samples used in the study 


A: Dulongjiang; B: Bijiang; C: Yunlong; D: Yingjiang; E: Lianghe; F: Tengchong; G: Longling; H: Luxi; I: Cangyuan; J: Xishuangbanna; K: Xinping; L: Mile; 


M: Lvchun; N: Pingbian; O: Xiangzhou; P: Northern Guangdong; Q: Hainan. 
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1995; Oshida et al, 2000a, 2000b; Thorington & 
Hoffmann, 2005; Wang, 2003; Yu et al, 2006). By using 
a considerably extended set of morphometrical 
applying 
multivariate morphometric analyses, results of the 


characters (26 cranial variables) and 
present study confirmed the significant craniological 
differences in P. petaurista, P. hainana, P. yunanensis, 
and P. philippensis, with P. petaurista having the most 
pronounced morphological variations, particularly in 
metrical components of cranial and body size. 

Pelage coloration had been applied for classification 
of flying squirrels and led to many taxonomical 
disagreements due to numerous color variations within 
Petaurista, even between different sexes (Allen, 1940; 
Ellerman & Morrison-Scott, 1950; Oshida et al, 2004b). 
A series of color variations in pelage were observed 
among the Petaurista forms including both sexes (Allen, 
1940; Oshida et al, 2004a), but the pairwise comparison 
of each of the 26 cranial variables revealed no sexual 
dimorphism in any of the four groups, implying that the 
divergence of coloration patterns in forms was due to 
environmental or genetic fluctuations over time. 

Both univariate and multivariate analysis revealed 
that the skull morphometric characters used in this study 
were effective for discriminating the four Petaurista 
groups. Our analyses demonstrated that the four 
morphotypes of Petaurista were distinguished by a 
number of cranial characteristics. The morphometric 
variables, which caused the major distinction between 
those groups, were specifically located in the occipital, 
supraocular, and rostral regions, as well as in the prootic- 
squamosal length. Patterns of molecular sequence 
variations from previous studies (Oshida et al, 2000a; Yu 
et al, 2006) and the cranial morphological differences 
observed in this study indicate that P. hainana, P. 
philippensis, and P. yunanensis could be recognized as 
three distinct species. These differences were clear and 
reinforced the existence of three morphotypes of the 
complex P. philippensis; although the degree and form of 
the morphological differences might be related to their 
geographical variations. Even though molecular data 
suggested that P. philippensis is closely related to P. 
hainana and significantly distinct from P. yunanensis 
(Yu et al, 2006), many characteristics beyond those 
related to external morphology and pelage coloration 
were observed to be held in common between P. 
yunanensis and P. philippensis. A good example is the 
similarity in the pattern of overall cranial structure in 


multiple comparison analysis. The degree of the 
morphological variations between P. yunanensis and P. 
philippensis was less than that observed between P. 
philippensis and P. hainana, with eleven cranial 
measurements showing no significant difference (P>0.05) 
(Tab. 3). Petaurista yunanensis occurs from extreme 
southwestern Yunnan into Myanmar and Indochina and 
is extensively sympatric with P. philippensis in 
southwestern China (Wang, 2003; Zhang et al, 1997). 
The sharing of morphological characteristics between P. 
philippensis and P. yunanensis 1s related to their similar 
living conditions. 

Petaurista hainana was considered a valid species 
based on both molecular and morphological data (Huang 
et al, 1995; Yu et al, 2006). Our morphometric results 
were concordant with mtDNA data of previous research 
(Oshida et al, 2000a; Yu et al, 2006) and demonstrated 
the significant differences between P. hainana and P. 
yunnanensis/P. philippensis. In both PCA and DFA, P. 
hainana was clearly separated from other three groups 
(Fig. 2, 3), with 21/26 cranial variables being 
significantly different (P<0.05) (Tab. 3). Petaurista 
hainana is confined to tropical forests on Hainan Island 
of China and P. philippensis and P. yunanensis are 
distributed in mountainous coniferous, dry deciduous and 
evergreen forests at different elevations in western 
Yunnan of China. The phenotypic divergence of P. 
hainana in relation to P. philippensis and P. yunanensis 
is likely associated with their geographical distributions 
and living conditions and could be viewed as a reflection 
of adaptations to various ecological niches. The 
differences in skull morphology suggest that P. hainana 
is neither the synonym of P. philippensis nor a 
subspecies of P. yunanensis or P. petaurista (Corbet & 
Hill, 1992; Thorington & Hoffmann, 2005; Wang, 2003), 
but a valid species in its own right. 

The greatest distinction observed was between P. 
petaurista and other Petaurista forms. Petaurista 
petaurista displayed a relatively high level of diversity in 
with 22/26 
significantly different from P. hainana, P. philippensis, 
and P. yunanensis at P<0.001 level (Tab. 3). Based on 26 
morphological cranial variables, the specimens of P. 


skull morphology, cranial variables 


petaurista formed a distinct aggregate in both PCA and 
DFA (Fig. 2,3), consistent with the results of Oshida et al. 
(2000a) and Yu et al (2006). It is obvious that P. 
petaurista, P. hainana, P. philippensis, and P. yunanensis 
are taxonomically distinct and distinct valid species. 
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Append I: specimens examined 

Petaurista yunanensis n-15 

Yingjiang, Yunnan: IOZ 25849(3). Gongshan, 
Yunnan: KIZ 73442(9), 73445(3), 73744(3), 73745(9), 
73823(d), 830207(9), 90039(9), 90043(9), 90051(8), 
90407. Tengchong, Yunnan: KIZ 76348(9). Lianghe, 
Yunnan: KIZ 650236(4), 650237(3). Bijiang, Yunnan: 
KIZ 780102(9). 

Petaurista philippensis n-21 

Xishuangbanna, Yunnan: IOZ 10457(G), 10458(8), 
10460(9), 15041(9), 15042(9), 
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摘要 : 充 漠 沙 蜥 (Phrynocephalus przewalskii) 是 一 种 进化 地 位 至 今 存 在 争议 的 沙漠 蜥 蝎 ， 该 文 基于 12 个 不 同 地 
理 种 群 119 号 荒漠 沙 晰 样本 线粒体 基因 组 ND2 序列 , 在 分 析 其 系统 进化 历史 的 同时 , 研究 了 不 同 环 境 因素 对 其 遗 
传 多 样 性 的 影响 。 结 果 发 现 , 12 个 地 理 种 群 聚 类 成 3 个 明显 的 分 校 ， 变色 沙 蜥 (P versicolor) A bF B. C 两 
枝 并 列 的 位 置 。 所 调查 种 群 的 遗传 多 样 性 存在 显著 的 地 理 变异 ， 分 析 显 示 纬 度 、 降 十 和 降雨 变异 对 种 群 的 遗传 多 
样 性 都 存在 影响 ， 随 纬度 升 高 、 降 雨 增加 ， 或 降雨 变异 增加 ,种群 遗 传 多 样 性 均 有 下 降 趋 势 。 推 测 纬度 可 能 通过 
影响 降雨 和 降雨 变异 对 遗传 多 样 性 产生 作用 。 


关键 词 : 荒漠 沙 蜥 ; 系统 进化 分 析 ; 遗传 多 样 性 ; 环境 因素 
中 图 分 类 号 : Q959.62; Q349.1; Q951.3 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2012)02-0127-06 






































































































































































































































Phylogeny and genetic diversity of Phrynocephalus przewalskii 
LIU Chang-Jing, ZHAO Wei, ZHOU Rong, LIU Nai-Fa' 


(Institute of Zoology, School of Life Science, Lanzhou University, Lanzhou Gansu 730000) 


Abstract: Phrynocephalus przewalskii is one kind of lizards inhabiting inclusively in the desert that has 
controversial viewpoints on its phylogeny. Based on mitochondrial ND2 gene of 119 samples from 12 geographic 
populations, we analyzed the effects of environmental factors on the variation of genetic diversity, as well as its 
relationship to P. versicolor. The results showed that these populations clustered into three major lineages, with P 
versicolor embedded within one lineage. The twelve populations had great genetic diversity variation, which was tightly 
linked with local altitude, annual precipitation, and variation of annual precipitation. High latitudes, increased annual 
precipitation and great variation in annual precipitations may all have resulted in the decrease of genetic diversity. It thus 
assumed that altitude can change the genetic diversity of different geographic populations of P. przewalskii resulting from 
the effects of different local annual precipitation. 


Key words: Phrynocephalus przewalskii; Phylogenetic analysis; Genetic diversity; Environmental factor 

















生物 在 进化 过 程 中 ,其 表 型 特征 受到 遗传 基因 响 个 体 表 型 进而 影响 基因 型 频率 的 观点 提供 了 经 
和 环境 因素 的 共同 作用 。 在 自然 选择 作用 下 , 个 体 ” 验 上 的 证 据 。 在 过 去 的 20 EM, 分 子 遗 传 标记 的 快 
遗传 型 是 表 型 进化 的 基础 ， 而 环境 因素 是 表 型 分 化 。 速 发 展 , 使 得 直接 对 基因 型 的 地 理 变异 进行 研究 成 
的 原因 。 研 究 表 明 ， 尽 管 表 型 进化 与 分 子 进化 的 速 ” 为 可 能 。 同 一 物种 生活 在 不 同 环境 下 的 种 群 ， 遗传 
率 不 同 , 但 自然 选择 对 某 特定 表 型 的 偏好 经 常 伴随 ” 多 样 性 存在 明显 地 理 变 异 , 而 且 这 种 变异 与 地 理 纬 
着 该 表 型 对 应 的 基因 型 发 生 频 率 上 的 改变 (Bruna et ”上 度 、 气 温 及 降水 等 环境 因子 存在 紧密 联系 
al, 1996)。 许 多 生态 遗传 学 上 的 经 典 研究 ， 如 白桦 尺 (Bernatchez & Wilson, 1998; Huang et al, 2005, 2007; 
Ik(Biston betularia) 的 “工业 黑 化 ”与 其 表 型 的 选择 。” Jin & Liu, 2008; Randi & Alkon, 1994)。 对 同一 物种 
逆转 ;， 深 红 虎 峨 (Panaxia dominula) 的 平衡 多 态 性 和 不 同 地 理 种 群 进行 遗传 多 样 性 变异 的 研究 ， 能够 为 
生态 因素 对 蜗牛 (Fruticicolidae spp.) 颜 色 变化 的 影 ” 生物 多 样 性 进化 理论 提供 重要 的 验证 。 
响 (Merrel 1981), 它们 已 经 为 环境 因素 可 以 通过 影 对 特定 物种 进行 种 群 遗 传 学 研究 过 程 中 , 往往 
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受到 近 缘 种 、 伴 生 种 或 隐 种 的 干扰 。 由 于 源 自 同一 
祖先 的 不 同 物种 ,其 表 型 差异 更 可 能 起 源 于 祖先 之 
间 的 表 型 差异 ， 而 不 是 环境 因素 作用 的 结果 
(Harvey et al, 1995)。 因 此 ， 明 确 所 研究 物种 的 系统 
分 类 地 位 是 种 群 遗 传 学 研究 需要 首先 解决 的 难题 。 

目前 我 们 所 熟知 的 物种 分 类 地 位 的 确定 大 多 是 基 
于 传统 分 类 方法 , 这 种 分 类 方法 完全 以 物种 的 表 型 
特征 作为 依据 。 由 于 表 型 特征 在 进化 过 程 中 受到 了 
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漠 沙 蜥 不 同 地 理 种 群 遗 传 变异 时 需要 排除 另外 两 
种 蜥 蝎 的 干扰 。 

在 本 研究 中 , 我们 首先 应 用 分 子 系统 学 方法 对 
3 种 沙漠 晰 蝎 一 一 充 漠 沙 蜥 、 草 原 沙 晰 和 变色 沙 晰 
的 系统 进化 关系 进行 了 分 析 , 并 与 已 发 表 的 资料 进 
行 了 比 对 以 检验 一 致 性 。 接 下 来 采集 荒漠 沙 晰 采样 
地 的 环境 因子 , 包括 : 经 纬度 、 海 拔 、 年 均 温 、 年 
均 降雨 量 、 年 均 温 变异 系数 和 年 降雨 量 , 探讨 环境 












































自然 选择 的 洗礼 , 不 能 完全 反应 物种 间 的 亲缘 度 。 
因此 ， 以 中 性 分 子 标记 为 分 类 依据 的 分 子 系统 学 越 
来 越 受 到 分 类 学 家 的 青睐 (Hey, 2001). 

Jic di W Wf (Phrynocephalus przewalski) +: JE F 
W H RERO E o ERE Pare EXC E re eh 
区 的 一 种 蜥 蝎 ， D 12248 T d 8 JE BELA S II s 
地 区 。 由 于 其 表 型 特征 变化 多 样 ， 明 显 表 现 出 适应 















































因子 对 不 同 荒漠 沙 蜥 种群 遗 传 多 样 性 的 影响 。 
1 材料 和 方法 
1.1 研究 地 点 和 野外 采样 

为 了 避免 采样 过 程 中 受到 变色 沙 蜥 和 草原 沙 
蜥 的 干扰 ,我 们 的 采样 地 点 集中 在 荒漠 沙 晰 分 布 区 
域 的 东部 , 包括 巴 丹 吉林 沙漠 、 腾 格 里 沙漠 ， 以 及 











各 种 荒漠 生活 的 特征 。 因 此 , 它 为 研究 同一 物种 不 
同 种 群 遗传 多 样 性 的 地 理 变 异 提供 了 很 好 的 材料 。 

然而 ， 当 前 荒漠 沙 晰 的 分 类 地 位 还 存在 广泛 争议 ， 
主要 表现 为 与 变色 沙 蜥 (Phrynocephalus versicolor) 
MER Phrynocephalus frontalis) 的 亲缘 关系 不 
其 明确 。 这 3 种 蜥 蝎 在 分 布 区 上 有 较 大 重 营 。 最 早 ， 
Zhao(1979) 和 Zhao et al(1999) 根 据 形 态 学 特征 将 这 
3 种 蜥 蝎 划 分 为 3 个 独立 种 。Wang & Wang (1993) 
基于 形态 特征 对 分 布 在 腾 格 里 沙漠 的 3 种 沙 蜥 分 析 
认为 : 同一 物种 不 同 地 理 种 群 可 能 不 是 连续 的 ， 尽 
管 它们 形态 上 还 是 相似 的 ， 这 种 分 布 格局 起 因 于 青 
藏 高 原 隆 升 引发 的 干旱 化 ,而 与 黄河 形成 无 关 。 然 
而 ,近年 来 基于 线粒体 分 子 标记 的 系统 学 研究 推翻 
了 这 种 分 类 结果 。 例 如 , Pang et al (2003) 基 于 线粒体 


















































(12S rRNA, 16S rRNA, 细胞 色素 0 和 ND4-tRNACO) 





基因 的 分 析 结 果 表 明 ， 草 原 沙 蜥 、 变 色 沙 蜥 和 充 漠 
沙 蜥 聚 类 成 同一 个 校 系 ,其 分 类 地 位 不 其 明确 。 
Wang & Fu(2004) 分 析 认 为 : 3 种 沙 晰 并 未 形成 相互 
独立 的 种 ,而 是 依据 地 理 分 布 形成 东部 、 西 北 和 西 
南 3 枝 。 分 布 在 腾 格 里 沙漠、 鄂尔多斯 高 原 及 更 东 
的 种 群 可 以 命名 为 亮 漠 沙 蜥 (P przewalskii, T 
布 在 西北 地 区 的 种 群 是 变色 沙 蜥 (P versicolor), Vü 
南部 的 可 能 是 一 个 新 种 , 称 为 “新 充 漠 沙 蜥 ”(P 
frontalis)。Gozdzik & Fu (2009) 对 “新 荒漠 沙 蜥 ”的 进 
一 步 研 究 发 现 , 线粒体 数据 支持 将 该 种 分 成 两 个 独 
TEAM, 而 形态 和 核 基因 的 数据 支持 将 其 列 为 一 个 独 
立 枝 。 这 些 研究 表明 ， 兖 漠 沙 蜥 和 变色 沙 蜥 及 草原 
沙 蜥 的 分 类 关系 还 没有 达成 一 致 的 结论 。 在 研究 这 









































河西 走廊 东 段 。 在 三 个 研究 区 域 选 取 了 12 个 不 同 
的 地 理 种 群 (图 1)。 各 地 区 详细 的 环境 数据 见 表 1， 
一 部 分 数据 为 采样 时 测量 ,包括 经 纬度 、 海 拔 ; 其 
余 从 国家 气象 数据 共享 服务 网 获取 , 包括 过 去 30 
年 间 年 均 温 和 年 均 降 雨量 。 在 这 12 个 不 同 的 地 理 
种 群 共 采 集 到 119 号 样本 。 样 本 采集 后 测量 身体 参 
数 后 处 死 ， 然后 浸泡 在 酒精 中 ,常温 保存 。 
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图 1 荒漠 沙 蜥 取样 图 与 系统 发 生 分 支 图 
Fig. 1 The sites of sampled populations of 
Phrynocephalus przewalskii 

黑 圆 点 : 取样 地 点 ;数字 : 种 群 编号 与 表 1 对 应 ; 多 边 形 框 : 分支。 


Site names are listed in Tab. 1. The boxes represent three branches. 


























12 分子 生物 学 实验 

选取 动物 肝脏 作为 实验 材料 ， 每 个 样本 取 
100 mg。 总 DNA 按照 传统 酚 -氯仿 抽 提 法 提取 
(Sambrook & Russell, 2001), DNA 用 200 uL TE 绥 冲 
液 溶解 ， 并 用 紫外 分 光 光 度 计 检测 终 浓度 。 两 条 线 
粒 体 基 因 ND2 的 PCR 引物 H5617b/L5002(Macey & 
Schulte, 1998) 用 来 进行 扩 增 实验 。PCR 反应 体系 : 
50 uL 反应 液 中 含 10 mmol/L Tris-HCl, pH 8.3; 
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表 1 12 个 荒漠 沙 蜥 地理 种 群 所 在 地 点 气候 与 环境 因子 


Tab.1 Environmental factors at twelve sample locations 





















































编号 采样 地 经 度 纬度 海拔 年 均 温 年 均 温 变异 系数 年 均 降 雨量 ”年 均 降 雨量 变异 系 
No. Site Longitude Latitude Altitude AAT (©) VCT AAR (mm) Zi VCR 
1 安西 (AX) 96. 05 40. 18 1359 9. 240. 1 0. 068 49. 2+2. 6 0. 292 
2 额济纳 旗 (EJNQ) 101. 02 41. 86 928 9. 440. 1 0.077 32. 943.3 0. 552 
3 乌拉 特 后 旗 (WLTHQ) 108. 51 41.54 1262 7. 2+0. 1 0. 104 136. 9+10. 6 0. 343 
4 山 丹 (SD) 101.15 38. 78 1789 6. 940. 7 0. 099 204. 2+51. 4 0. 388 
5 阿拉 善 右 旗 (ALSYQ) 101. 66 39.22 1491 9. 1:0. 6 0. 068 120. 5429. 8 0. 247 
6 R (MQ) 102. 99 38. 85 1369 8. 720. 6 0. 075 113. 8430. 3 0. 266 
7 大 靖 (DJ) 103. 42 37. 49 1886 6. 5+0. 8 0. 120 172. 8433. 1 0. 192 
8 甘 塘 (GT) 104.5 37.47 1614 7. 6+0.7 0. 096 175. 0432. 7 0. 187 
9 栾 井 (LJ) 105.37 37.97 1336 8. 740. 8 0. 089 183. 2431.5 0.172 
10 阿拉 善 左 旗 (ALSZQ) 105. 63 38. 85 1448 9. 1+0.7 0. 081 212. 4+52. 8 0. 248 
11 平 罗 (PL) 108. 72 38. 79 1090 9. 4+0. 1 0. 070 101. 746. 2 0. 335 
12 吉 兰 泰 JLD) 105. 74 39.71 1015 9. 050. 1 0. 077 170. 949. 2 0. 295 








AAT: 年 均 温 Average Annual Temperature; VCT: 年 均 温 变异 系数 Variation Coefficient of Temperature; AAR: 年 均 降 雨量 Average Annual Rainfall; VCR: 








年 均 降 十 量变 异 系数 Variation Coefficient of Rainfall. 




















50 mmol/L KCI, 1.5 mmol/L MgCl; Taq 酶 1U; 四 种 
dNTP 各 150 mmol/L; 两 引物 各 10 pmol/L; DNA 模 
MAY 100 ng. PCR 反应 程序 : 95 "C TIAE TE 4 min, 35 
































所 有 提供 的 数据 用 Mean+SE 来 表示 ,显著 性 水 平 设 
HEN P=0.05。 在 进行 统计 分 析 前 ,连续 型 变量 首先 
进行 正 态 性 和 方差 齐 性 检验 , 对 于 不 满足 正 态 性 和 






























































个 循环 (94 'C 变 性 50 s, 48 CEK 45 s, 72 "C REI 
50s), 最 后 72 "CET 10 min (PE9700 型 PCR 仪 )。 
1.0% 琉 脂 糖 凝 肌 电 泳 检测 PCR. 产物 。 线 粒 体 ND2 
基因 序列 由 上 海 生 工 生物 工程 公司 进行 双向 测序 。 
每 个 样本 双向 测序 结果 用 CONTIG 软件 进行 拼接 ， 
序列 的 排列 和 剪 切 由 Clustal X 软件 完成 (Thompson 
et al, 1997). 
13 ”遗传 多 样 性 分 析 

种 群 的 遗传 多 样 性 ,包括 单 倍 型 多 样 性 (h) 和 核 
苷 酸 多 样 性 (四 用 软件 DNASP(5.0 hk, Librado & 
Rozas，2009) 来 完成 。MrBayesian 系统 发 生 分 析 用 
MrBayes 3.1.2 软件 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001) 
进行 。 用 青海 沙 蜥 (Phrynocephalus valangalii). vx 
tW i (Phrynocephalus valangalii) 和 变色 沙 晰 作为 
Abe. HY MrModeltest(Nylander, 2004) 进 行 模 型 检测 ， 
] MDIV 计算 分 歧 时 间 , 采用 的 进化 速率 为 0.0156 
substitutions/site/Ma. H] ARELEQUIN 软件 (3.1 fik) 
进行 AMOVA 分 析 。 
1.4 统计 分 析 

我 们 将 年 均 温和 年 降雨 量 的 变异 系数 作为 统 
计 分 析 中 的 环境 变量 ( 表 1)。 于 气候 因子 的 绝对 
值 及 其 稳定 性 可 能 同时 与 遗传 多 样 性 相关 (Huan 
et al, 2005, 2007)， 故 采用 偏 相 关 分 析 法 控制 其 中 一 
项 (如 绝对 值 ) 分 析 遗 传 多 样 性 与 另 一 项 (如 变异 性 ) 
的 关系 。 统 计 分 析 过 程 用 软件 SPSS(16.0 版 ) 来 完成 ， 





































































































































































































































































































方差 齐 性 的 数据 用 非 参数 检验 的 统计 方法 。 
24 R 


21 系统 发 育 

文中 测定 的 119 条 序列 GenBank 登录 号 为 : 
JQ688119-JQ688237。 在 119 号 荒漠 沙 蜥 线粒体 ND2 
基因 序列 中 总 共 鉴 定 出 37 个 单 倍 型 。 每 个 地 理 种 
群 平 均 有 9.8 个 ( 土 3.9, 2~15, n=12)。 安西 种 群 单 倍 
型 数目 最 少 (2 个 )， 山 丹 种 群 单 倍 型 数据 最 多 (15 
个 )。 基 于 37 个 线粒体 单 倍 型 所 做 的 Bayesian 系统 
树 显 示 ，12 个 地 理 种 群 分 成 三 个 支持 率 非常 高 的 枝 
系 (A、B FIC, 图 2)。 其 中 A 枝 处 于 巴 丹 吉林 沙漠 
的 西边 ,主要 包括 额济纳 旗 、 安 西 和 山 丹 3 个 种 群 ; B 
枝 处 于 乌 兰 布 和 沙漠 周边 , 包括 吉 兰 泰 、 平 罗 和 乌 
拉 特 后 旗 种 群 ;， C 枝 处 于 采样 的 南部 , 包括 阿拉 善 
左 旗 和 右 旗 、 民 勤 、 大 靖 、 甘 塘 和 栾 井 。AMOVA 
的 结果 ( 表 2) 显 示 , 大 部 分 单 倍 型 变异 都 存在 于 与 
这 3 个 地 理 分 支 相对 应 的 3 个 地 理 群 组 之 间 ， 而 且 
地 理 群 组 间 的 遗传 分 化 极 显著 。 

Midv 计算 分 析 表 明 ，A 枝 与 B、C 两 枝 的 分 歧 
时 间 约 为 0.797 Ma ij, B 枝 与 C 枝 的 分 歧 时 间 为 
0.618 Ma 前 。 一 个 很 明显 的 结果 是 变色 沙 晰 和 充满 
沙 晰 的 A 枝 聚 类 到 一 起 , 它们 处 于 与 B. C 两 校 并 
列 的 位 置 上 ， 说 明 变 色 沙 晰 和 荒漠 沙 晰 在 系统 进化 
上 并 没有 完全 达到 独立 种 的 水 平 。 另 外 , 我 们 采集 
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图 2 根据 37 个 单 倍 型 616 个 碱 基 的 mtDNA 序列 构建 的 荒漠 沙 蜥 贝 叶 斯 进化 树 























Fig.2 Bayesian phylogenetic tree for 37 haplotypes using a 616 base pair fragment of the mitochondrial DNA of 
Phrynocephalus przewalskii 
DSW MET: VU BEML: 分支 节 点 下 方 数据 ; ASE BCI TH] (Ma). 


Values above braches represent Bayesian bootstrap values, values under braches represent divergence time. 























到 的 荒漠 沙 晰 样本 和 两 个 外 群 都 处 于 并 列 位 置 ， 样本 量 和 单 倍 型 数目 具有 显著 的 正 相 关 人 性 
表明 我 们 采集 到 的 样本 可 以 视 为 同一 个 种 ， 满 足 (R=0.725, n=12, P=0.008), 表明 各 地 理 种 群 单 倍 型 
了 对 同一 物种 不 同 种 群 的 遗传 多 样 性 进行 研究 的 数目 明显 受到 样本 量 的 影响 ; 而 单 倍 型 多 样 性 




































































前 提 。 (R^—0.0.26, n=12, P=0.43 NFZ IB & FEE (R?=0.08, 
2.2 ”遗传 多 样 性 的 地 理 变 异 n=12，P=0.824) 不 受 样本 量 的 影响 , 说 明 可 以 用 单 























荒漠 沙 蜥 各 地 理 种 群 线粒体 DNA 单 倍 型 数目 、 ” 倍 型 多 样 性 和 核 背 酸 多 样 性 来 表示 该 地 理 种 群 的 
单 倍 型 多 样 性 和 核 音 酸 多 样 性 见 表 3。 每 个 采样 点 ”遗传 多 样 性 高 低 。 
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R2 ND2 部 分 序列 分 子 变异 分 析 (AMOVA) 结 果 
Tab.2 Analysis of molecular variance (AMOVA) of 
Phrynocephalus przewalskii based on ND2 partial sequences 


变异 组 成 ”变异 百分比 司 定 指数 






































AR ES sey 
变异 来 i ; Variance Percentage of (99%IC) 
Source of variations Ree P-value ,. ~. f 
Components variation Fixation Indices 
TEIT 
地 理 群 组 问 6. 199 51. 00 0. 000 Fcer=0. 510 
Among groups 
地 理 种 群 间 
Among populations — 3. 260 26.81 0. 000 Fsc=0. 547 
within groups 
: AE : 2. 697 22. 19 0. 000 Fs170. 778 
Within populations 


表 3 RIPE ERR AY SS EE A RS ERE 
Tab.3 Haplotype and nucleotide diversities of 
Phrynocephalus przewalskii from different populations 



































n Sx ye 单 倍 型 多 样 性 YH WBS PEPE 
上 
No Site Sample Size ap otype LESE 

S diversity diversity 

1 安西 (AX) 2 

额济纳 旗 
2 11 0. 491 0. 00304 
(EJNQ) 
乌拉 特 后 旗 
3 (WLTHO) 10 0. 200 0. 00097 
4 山 丹 (SD) 15 0. 638 0. 00139 
阿拉 善 右 旗 
5 7 0. 571 0. 00835 
(ALSYQ) 

6 民 勤 (MQ) 5 0. 400 0. 00260 

7 KD) 14 0. 758 0. 00212 

8 甘 塘 (GT) 13 0. 795 0. 00458 

9 HELD) 13 0. 833 0. 02380 

阿拉 善 左 旗 
10 11 0. 182 0. 00089 
(ALSZQ) 
11 平 罗 (LP) 10 0. 556 0. 00451 
12 ALT) 7 0. 524 0. 00835 








Pearson 相关 分 析 结 果 显 示 , 在 经 纬度 和 海拔 
与 种 群 的 核 蔡 酸 多 样 性 均 无 显著 相关 性 ; 仅 纬度 与 
种 群 的 单 倍 型 多 样 性 有 显著 负 相 关 (R*=0.630, n=12, 
P=0.038)。 偏 相关 分 析 表 明年 均 温 、 温 度 变 异 或 年 
均 降 雨 、 降 雨 变异 均 对 单 倍 型 多 样 性 或 核 背 酸 多 样 
性 无 显著 影响 ; 但 遗传 多 样 性 有 随 降雨 或 降雨 变异 
性 增加 而 下 降 的 趋势 ( 表 4)。 











































































































表 4 荒漠 沙 蜥 遗传 多 样 性 和 环境 因素 的 关系 
Tab. 4 The relationship coefficients between genetic 
diversity and environmental factors 


Longitude Latitude Altitude AAT(C) VCT AAR(mm) VCR 





h -0287  -0.618 0.370 | -0.097 -0.010 -0.249 -0.413 


m 0.098 —0.309 -0.108 0.240 0.163  -0.284  -0.465 








MSS WORTEN PRA, BU B 和 C 支 时 ， 
偏 相 关 表 明 单 倍 型 多 样 性 与 降雨 变异 系数 有 显著 














负 相 关 关 系 (R=0.743，P=0.035); 而 无 论 温度 或 温 
度 变异 仍 与 遗传 多 样 性 无 关 。 纬 度 依然 显示 与 单 倍 
型 多 样 性 负 相 关 ， 并 且 几 乎 达到 显著 水 平 (R=0.658， 
P-0.054). 


3 it it 


一 般 认为 种 群 遗传 多 样 性 是 在 不 断 的 适应 环 
境 和 进化 中 形成 的 ， 是 研究 生物 与 环境 相 适 应 的 重 
要 内 容 (Merrel 1981)。 对 适应 于 局 部 环境 的 个 体 的 
自然 选择 就 会 导致 地 理 种 群 间 的 遗传 分 化 。 气 候 因 
子 是 导致 生物 进化 的 重要 因子 ， 其 中 温度 和 降水 是 
影响 陆 生 兰 椎 动物 进化 的 重要 生态 因子 。 
Nevo(1981) AE, BES&BGAgama stellio) 的 遗传 多 样 
性 与 降水 量 相 关 ， 其 次 是 温度 ; Jin & Liu(2008) 则 发 
JR, 青海 沙 蜥 的 遗传 多 样 性 与 降水 量 负 相关 , 与 温 
度 正 相 关 。 蜥 蝎 作 为 外 温 动 物 , 温度 和 降雨 对 其 生 
存 有 重要 影响 是 显而易见 的 , 但 是 也 有 研究 表明 温 
度 会 对 内 温 动物 的 遗传 多 样 性 有 重要 影响 (如 石 鸡 ， 
Huang et al, 2005)。 苑 漠 沙 蜥 的 遗传 多 样 性 存在 显 
著 的 地 理 变 异 , 但 多 样 性 与 温度 和 温度 变异 均 无 显 
著 相 关 ， 且 相关 系数 较 低 。 与 分 布 在 高 海拔 的 青海 
沙 蜥 不同 ， 欧 漠 沙 晰 分 布 在 低 海 拔 荒漠 中 , 温度 往 
主 高 于 其 生理 极限 ， 故 无 论 是 年 均 温度 还 是 温度 变 
性 对 这 漠 沙 蜥 的 影响 应 该 不 会 特别 明显 。 
在 干旱 、 半 干旱 区 ,降雨 往往 成 为 驱动 和 限制 
物种 生命 活动 的 重要 因子 (Noy-Meir 1973)。 Jin et al 
(2008) 对 青海 沙 蜥 的 研究 表明 ,青海 沙 晰 遗传 多 样 
性 跟 降水 显著 负 相 关 ， 并 认为 只 有 少数 单 倍 型 被 高 
降水 所 选择 。 本 文 对 充 漠 沙 蜥 的 研究 也 发 现 ， 充 漠 
> 蜥 遗传 多 样 性 与 降雨 量 之 间 的 负 相关 性 ,但 并 未 
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沙 
达到 显著 水 平 。 这 表明 适 于 干旱 环境 的 沙 蜥 会 被 高 
降雨 量 所 限制 ,导致 其 遗传 多 样 性 下 降 。 























除 环境 因子 的 绝对 值 外 ,其 稳定 性 亦 会 对 多 样 
性 产生 重要 影响 (Huang et al, 2005, 2007)。 用 于 解释 
群落 多 样 性 的 气候 稳定 性 学 说 同样 可 以 用 于 解释 
种 群 的 遗传 多 样 性 。 在 稳定 环境 中 选择 相对 松弛 ， 
会 有 更 多 的 遗传 型 被 保存 下 来 ; 在 波动 环境 中 仅 有 
那些 适应 环境 的 遗传 型 才 会 被 保 。 由 此 可 以 预计 物 
种 的 遗传 多 样 性 会 随 环境 的 稳定 性 增加 而 上 升 。Jin 
& Liu (2008) 发 现 青海 沙 蜥 的 遗传 多 样 性 随 温度 变 
异 系数 和 降雨 变异 系数 的 增加 有 下 降 趋势 。 本 文 亦 
发 现 虽 然 况 漠 沙 晰 的 遗传 多 样 性 与 降雨 变异 系数 
之 间 的 相关 未 达到 显著 水 平 , 但 仍 表明 随 降雨 变异 
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系数 的 增加 遗传 多 样 性 有 下 降 趋 势 。 

地 理 因 素 可 能 会 通过 影响 环境 条 件 ， 如 温度 和 
降雨 对 生物 遗传 多 样 性 产生 影响 。 青 藏 高 原 地 区 海 
拔 对 温度 的 影响 要 高 于 纬度 影响 ,而 经 度 变异 往往 
伴随 着 降雨 量 的 改变 , We Jin & Liu (2008) 认 为 对 青 
海 沙 晰 遗传 多 样 性 有 影响 的 海拔 与 经 度 可 能 是 通 
过 影响 气温 或 降雨 来 起 作用 的 。 本 文 发 现 ,车 漠 沙 
蜥 遗传 多 样 性 随 纬度 增加 有 下 降 的 趋势 。Pearson 
相关 分 析 表 明 ， 纬 度 对 降雨 量 和 降雨 变异 系数 有 显 
著 影响 而 对 温度 无 显著 影响 ,具体 表现 为 随 纬度 升 
高 降雨 量 减少 而 降雨 量变 异 系数 增加 。 由 此 可 见 ， 
纬度 对 荒漠 沙 蜥 遗传 多 样 性 的 影响 可 能 是 通过 影 
响 降 雨 而 产生 作用 的 。 

Pang et al (2003) 对 沙 蜥 属 物种 线粒体 数据 的 分 
析 表 明 ， 变色 沙 蜥 、 草 原 沙 蜥 和 药 漠 沙 蜥 聚 成 支持 
率 较 高 的 一 支 。Wang & Fu (2004) 针 对 该 三 种 进行 
的 研究 发 现 , 它们 并 未 形成 相互 独立 的 单 系 , 而 是 
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依据 地 理 分 布 形成 东部 、 西 北 和 西南 三 文 ; 并 提出 
东部 文 ( 腾 格 里 沙漠 、 毛 乌 素 沙 漠 及 其 东部 ) 应 保留 
种 名 P przewalskii( 包 含 原 P frontalis), VIELH P. 
versicolor， 西 南部 可 能 是 一 个 新 种 。Gozdzik & 
Fu(2009) 也 通过 分 子 和 形态 研究 证 明 分 布 在 内 蒙 东 
部 和 蒙古 的 变色 沙 蜥 和 充 漠 沙 晰 应 为 一 个 种 。 本 文 
所 构建 的 系统 树 表 明 ， 变色 沙 蜥 (P versicolon) 与 更 
RWE przewalskii) 并 没有 形成 相互 独立 的 单 系 ， 
说 明和 它们 很 可 能 是 一 个 种 。 系 统 树 中 所 有 单 倍 型 聚 
类 成 了 三 个 支持 率 较 高 的 地 理 支 , 并 且 AMOVA 的 
结果 ( 表 2) 显 示 ， 大 部 分 遗传 变异 都 存在 于 与 这 三 
个 地 理 分 支 相 对 应 的 三 个 地 理 群 组 之 间 , 而 且 地 理 
群 组 间 的 遗传 分 化 极 显著 , 结果 支持 Wang & 
Fu(2004) 的 分 类 结论 。 与 Gozdzik & Fu(2009) 不 同 ， 
我 们 的 研究 表明 ，3 个 分 支 的 分 歧 是 在 最 近 1 Ma 
内 发 生 的 , 而 非 2-5 Ma REA, 这 可 能 与 采取 的 
计算 方式 不 同 有 关 。 
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Complete mitochondrial genome of the Five-dot Sergeant 
Parathyma sulpitia (Nymphalidae: Limenitidinae) 
and its phylogenetic implications 


TIAN Li-Li', SUN Xiao-Yan?, CHEN Mei, GAI Yong-Hua?, HAO Jia-Sheng'^", YANG Qun?” 


(1. College of Life Sciences, Anhui Normal University, Wuhu 241000, China; 2. LPS, Institute of Geology and Palaeontology, 
the Chinese Academy of Sciences, Nanjing 210008, China) 


Abstract: The complete mitochondrial genome of the Parathyma sulpitia (Lepidoptera, Nymphalidae, Limenitidinae) 
was determined. The entire mitochondrial DNA (mtDNA) molecule was 15268 bp in size. Its gene content and 
organization were the same as those of other lepidopteran species, except for the presence of the 121 bp long intergenic 
spacer between trnSI(AGN) and trnE. The 13 protein-coding genes (PCGs) started with the typical ATN codon, with the 
exception of the cox7 gene that used CGA as its initial codon. In addition, all protein-coding genes terminated at the 
common stop codon TAA, except the nad4 gene which used a single T as its terminating codon. All 22 tRNA genes 
possessed the typical clover leaf secondary structure except for trnSI(AGN), which had a simple loop with the absence of 
the DHU stem. Excluding the A+T-rich region, the mtDNA genome of P. sulpitia harbored 11 intergenic spacers, the 
longest of which was 121 bp long with the highest A+T content (100%), located between trnSI(AGN) and trnE. As in 
other lepidopteran species, there was an 18-bp poly-T stretch at the 3'-end of the A+T-rich region, and there were a few 
short microsatellite-like repeat regions without conspicuous macro-repeats in the A+T-rich region. The phylogenetic 
analyses of the published complete mt genomes from nine Nymphalidae species were conducted using the concatenated 
sequences of 13 PCGs with maximum likelihood and Bayesian inference methods. The results indicated that 
Limenitidinae was a sister to the Heliconiinae among the main Nymphalidae lineages in this study, strongly supporting the 
results of previous molecular data, while contradicting speculations based on morphological characters. 


Key words: Parathyma sulpitia; Lepidoptera; Nymphalidae; Limenitidinae; Mitochondrial genome 
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摘要 : WRF AME CParathyma sulpitia)( 鳞 翅 目 ， 峡 蝶 科 ) 线 粒 体 基 因 组 全 序列 进行 了 测定 。 结 果 表 明 : 

残 链 线 峡 蝶 线 粒 体 基 因 组 全 序列 全 长 为 15268 bp, 除了 在 trnSI(AGN) 和 trnE 基因 之 间 有 一 段 121 bp 长 的 基因 间 
隔 外 , 其 基因 的 排列 顺序 及 排列 方向 与 大 多 数 已 测 鳞 翅 目 物种 基本 一 致 。 在 蛋白 质 编码 基 因 中 , BR cox] VA CGA 作 
为 其 起 始 密码 子 之 外 , 其 余 12 个 蛋白 质 编码 基因 都 以 标准 的 ATN 作为 起 始 密码 子 。 此 外 , BR nad4 基因 以 单独 的 
T 为 终止 密码 子 , 其 余 12 个 蛋白 质 编 码 基因 都 以 TAA 结尾 。 除 trnSI(AGN) 缺少 DHU Sj z ^b, 22 个 tRNA 基因 都 
显示 典型 的 三 叶 草 形 二 级 结构 。 除 ATT 富 集 区 外 的 非 编 码 序 列 中 , 线粒体 基因 组 共 含 有 11 个 基因 间隔 区 。 其 中 ， 
最 长 的 一 个 121 bp 的 基因 间隔 区 位 于 trnS1(AGN) 和 trnE 之 间 , 其 AT 含量 高 达 100%。 另 外 , 和 其 他 鳞 翅 目 物 种 

RE, 在 其 A+T 富 集 区 的 3' 端 有 一 段 长 达 18 bp 的 poly-T 结构 。A+T 富 集 区 内 部 没有 明显 的 小 卫星 样 多 拷贝 重复 
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序列 , 而 含有 一 些微 卫星 样 的 
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13 种 蛋白 编码 基因 序列 的 组 合 数据 ， 
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WORTH BLL ASE BE BETA 9 个 代表 物种 间 的 系统 发 生 关 系 进行 了 分 析 。 结 果 表 明 , 本 研究 的 结果 与 前 人 的 分 
子 系统 学 研究 结论 基本 吻合 (其 中 , BoD A EEE SEARS), 而 与 形态 学 的 研究 结论 不 一 致 。 
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Insect mitochondrial DNA (mtDNA) is a circular 
DNA molecule 14-20 kb in size with 13 protein-coding 
genes (PCGs), two ribosomal RNA genes, 22 tRNA 
genes, and one A+T-rich region which contains the 
initiation sites for transcription and replication (Boore, 
1999; Clayton, 1992; Wolstenholme, 1992). In recent 
years, owing to its maternal inheritance, lack of 
recombination and accelerated nucleotide substitution 
rates compared to those of the nuclear DNA, the 
mitochondrial genome has been popularly used in studies 
on phylogenetics, comparative and evolutionary 
genomics, population genetics, and molecular evolution. 

The Nymphalidae is one of the largest groups of 
butterflies, comprising about 7 200 described species 
throughout the world. Its systematic and evolutionary 
process has long been a matter of controversy (Ackery, 
1984, 1999; de Jong et al, 1996; Ehrlich, 1958; Harvey, 
1991). Until recently, however, only eight complete or 
nearly complete mt genome sequences have been 
determined from Nymphalidae among some forty 
sequences for Lepidoptera. That is, two from 
Heliconiinae, two from Satyrinae, and one each from 
Calinaginae, Apaturinae, Danainae, and Libytheinae. 

Limenitidinae is a subfamily of Nymphalidae that 
includes the admirals and its close relatives. This 
butterfly group has long been the subject of scientific 
curiosity, serving as the model organism in diverse fields 
such as genetics, developmental biology, and 
evolutionary ecology (Fiedler, 2010; Platt & Maudsley, 
1994). However, its 


phylogenetic relationships with the other Nymphalidae 


sub-group classifications and 


groups remains unresolved based on morphological and 
molecular criteria (Freitas & Brown, 2004; Wahlberg et 
al, 2003, 2005; Wahlberg & Wheat, 2008; Zhang et al, 
2008). 

Parathyma sulpitia is a representative species of the 
subfamily Limenitidinae (Lepidoptera: Nymphalidae) 
and it is widely distributed in Southeastern Asian areas, 
such as Vietnam, Burma, India, and China. We 
determined its complete mitochondrial genome sequence 
and compared this sequence with those of the other 
eight-nymphalid butterfly species available. Additionally, 









































we performed phylogenetic analyses using maximum 
likelihood and Bayesian inference methods based on the 
concatenated 13 protein coding gene (PCG) sequences. 
The new sequence data and related analyses may provide 
useful information about the systematics and evolution of 
Nymphalidae at the genomic level. 


1 Materials and Methods 


1.1 Specimen collection 

Adult butterflies of P. sulpitia were collected from 
the Jiulianshan National 
Province, China. The specimens were preserved 
immediately in 100% ethanol and then stored at —20 °C 
before genomic DNA extraction. 


Nature Reserve, Jiangxi 


1.2 DNA extraction, PCR amplification and sequencing 

Whole genomic DNA was extracted from thoracic 
muscle tissue with the DNeasy Tissue Kit (Qiagen) after 
the protocol of Hao et al (2005). Some universal PCR 
primers for short fragment amplifications of the cox/, 
cob and rrnL genes were synthesized (Simon et al, 1994). 
The remaining short and long primers were designed 
based on the sequence alignment of the available 
complete lepidopteran mitogenomes 
Premier 5.0 software (Singh et al, 1998). 

The entire mitogenome of P. sulpitia was amplified 


using Primer 


in six fragments (coxi-cox3, cox3-nad5, nad5-nad4, 
nad4-cob, long-PCR 
techniques with TaKaRa LATaq polymerase under the 


cob-rrnL, rrnL-coxl) using 
following cycling conditions: initial denaturation for five 
minutes at 95 °C, followed by 30 cycles of 95 °C for 50 s, 
45—50 °C for 50 s, 68 °C for 2 min and 30 s; and a final 
extension step of 68 ?C for 10 min. The PCR products 
were visualized by electrophoresis on 1.296 agarose gel, 
then purified using a 3S Spin PCR Product Purification 
Kit and sequenced directly with an ABI-377 automatic 
DNA sequencer. For each long PCR product, the full, 
double-stranded sequence was determined by primer 
walking. The mitogenome sequence data were deposited 
into the GenBank database under the accession number 
JQ347260. 
1.3 Sequence analysis and annotation 

The tRNA genes and their secondary structure were 
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predicted using tRNAscan-SE software v.1.21 (Lowe & 
Eddy, 1997) and the putative tRNA genes, which were 
not found by tRNAscan-SE, were determined by 
sequence comparison of P. sulpitia with other 
lepidopterans. The PCGs and rRNAs were confirmed by 
sequence comparison with ClustalX1.8 software and 
NCBI BLAST search function (Altschul et al, 1990). 
Nucleotide composition and codon usage were calculated 
with DAMBE software (Xia & Xie, 2001). 
1.4 Phylogenetic analysis 

Multiple sequence alignments of the concatenated 
sequences the 13 PCGs of the nine nymphalid species 
with available mitogenomes (Tab. 2) were conducted 
using Clustal X 1.8 software and then proofread 
manually (Thompson et al,1997). The phylogenetic trees 
were constructed using maximum likelihood (ML) 
(Abascal et al, 2007) and Bayesian inference (BI) (Yang 
& Rannala, 1997) methods with moth species Manduca 
sexta (Cameron & Whiting, 2008) (Tab. 2) used as 
outgroup. The ML analysis for the nucleotide and amino 
acid sequences were implemented in the PAUP* 
software (version 4.0b8) (Swofford, 2002) with TBR 
branch swapping (10 random addition sequences), the 
best fitting nucleotide substitution model (GTR+I+T) 
was selected using Modeltest version 3.06 (Posa & 
Krandall, 1998), and the confidence values of the ML 
tree were evaluated via the bootstrap test with 100 
iterations. The Bayesian analyses were performed using 
MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) with the 
partitioned strategy, the best fitting substitution model 
was selected as in the ML analysis; the MCMC analyses 
(with random starting trees) were run with one cold and 
three heated chains simultaneously for 1 000 000 
generations sampled every 100 generations; Bayesian 
posterior probabilities were calculated from the sample 
points after the MCMC algorithm started to converge. 


2 Results 


2.1 Genome organization 

The mitogenome of P. sulpitia was a circular 
molecule 15 268 bp long and consisted of 13 PCGs 
[cytochrome oxidase subunits 1-3 (cox/-3), NADH 
dehydrogenase subunits 1-6 and 4L (nad1-6 and nad4L), 
cytochrome oxidase b (cob), ATP synthase subunits 6 
and 8 genes (atp6 and atp8)], two ribosomal RNA genes 
for small and large subunits (rrnS and rrnL), 22 transfer 
RNA genes (one for each amino acid and two for leucine 
and serine) and a non-coding A+T-rich region. The gene 


orientation and order of the P. sulpitia mitogenome were 
identical to those of the other available lepidopteran 
mitogenomes, except for the presence of the 121 bp long 
intergenic spacer between trnS/(AGN) and trnE (Tab. 1, 
Fig. 1). As is the case in many insect mitogenomes, the 
major strand coded for more genes (nine PCGs and 14 
tRNAs) and the A+T-rich region, whereas less genes 
were coded in the minor strand (four PCGs, eight tRNAs 
and two rRNA genes). 


Parathyma sulpitia 


Mitochondrial Genome 


15268 bp 





H The largest Inter- 
genic spacer (121 bp) 


Fig. 1 Circular map of the mitochondrial genome of 
Parathyma sulpitia 
cox1—3: cytochrome oxidase subunit 1—3 genes; atp6, atp 8: ATP synthase 
subunits 6 and 8 genes; cob: cytochrome oxidase b gene; nad1—6 and nad4L: 
NADH dehydrogenase subunits 1-6 and 4L. tRNA genes are denoted as 
one-letter symbol according to the IUPAC-IUB single letter amino acid 
codes. Gene names that are not underlined indicate the direction of 


transcription clockwise and with underlines of counter clockwise. 


2.2 Protein-coding genes, tRNA and rRNA genes and 

A+T-rich region 

All PCGs in the P. sulpitia mitogenome were 
initiated by typical ATN codons (seven with ATG, four 
with ATT, one with ATA), except the cox/ gene which 
was tentatively designated by the CGA codon (Tab. 1). 
Twelve PCGs of P. sulpitia had a common stop codon 
(TAA), except for the nad4 gene which harbored a single 
T. 

The 22 tRNAs varied from 61 [trnC and 
trnSI(AGN)] to 71 bp (trnK) in size, and presented 
typical clover-leaf structure, with the unique exception of 
trnS1(AGN), which lacked the dihydrouridine (DHU) 
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Tab. 1 Summary of the mitogenome of Parathyma sulpitia 
Gene Direction ee Size Intergen Anti-codon Star Stop codon 
number nucleotides codon 
32-34 CAT 
trnM F 1-67 67 2 - 
99-101 GAT 
trn] F 70-134 65 -3 - 
168-170 TTG 
trnQ R 132-200 69 52 - 
nad2 F 253-1263 1011 -2 ATT TAA 
1293-1295 TCA 
trnW. F 1262-1328 67 -8 - 
1350-1352 GCA 
trnC R 1321-1381 61 3 - 
1417-1419 GTA 
trnY R 1385-1450 66 4 - 
coxl F 1455-2990 1536 -5 : CGA TAA 
3016-3018 TAA 
trnL2 (UUR) F 2986-3052 67 1 - - 
cox2 F 3054-3767 714 -35 j ATG TAA 
3763-3765 CTT 
trnK F 3733-3803 71 -1 - - 
3833-3835 GTC 
trnD F 3803-3868 66 0 - - 
atp8 F 3869-4033 165 -7 ATT TAA- 
atp6 F 4027-4704 678 7 ATG TAA 
cox3 F 4712-5500 789 2 g ATG TAA 
trnG F 5503-5568 66 0 - - 
5533-5535 TCC 
nad3 F 5569-5922 354 0 ATT TAA 
trnA F 5923-5987 65 -l - - 
5953-5955 TGC 
trnR F 5987-6048 62 0 - - 
6013-6015 TCG 
trnN F 6049-6113 65 -2 - - 
6079-6081 GTT 
trnS1 (AGN) F 6112-6172 61 0 - - 
. . 6133-6135 GCT 
The largest intergenic 6173-6293 121 121 - - 
spacer 
trnE F 6294-6358 65 -2 - - 
6324-6326 TTC 
trnF R 6357-6422 66 -20 - - 
6388-6390 GAA 
nad5 R 6403-8154 1752 0 ATT TAA 
trnH R 8155-8222 68 0 - - 
8188-8190 GTG 
nad4 R 8223-9561 1339 -1 ATG T-tRNA 
nad4L R 9561-9845 285 9 . ATG TAA 
trnT F 9855-9919 65 0 - - 
9885-9887 TGT 
trnP R 9920-9983 64 11 - - 
9952-9954 TGG 
nad6 F 9995-10516 522 -1 ATA TAA 
cob F 10516-11667 1152 -2 ATG TAA 
trnS2 (UCN) F 11666-11730 65 -2 - - 
11695-11697 TGA 
nad1 R 11729-12685 957 1 ATG TAA 
trnL1 (CUN) R 12687-12754 68 0 - - 
12723-12725 TAG 
rrnL R 12755-14073 1319 0 - - 
trnV R 14074-14140 67 0 g - 
14108-14110 TAC 
rrnS R 14141-14919 7719 0 - - 
A+T-rich region R 14920-15268 349 - - 


stem (Fig. 2). The P. sulpitia tRNAs harbored a total of 
24 pair mismatches in their stems, including six pairs in 
the DHU stems, eight pairs in the amino acid acceptor 
stems, two pairs in the TYC stems and eight pairs in the 
anticodon these 24 
mismatches, 18 were G-U pairs which formed a weak 


stems, respectively. Among 
bond in the secondary structure, and the other six were 
U-U (Fig. 2). 

As with other insect mitogenome sequences, two 
rRNA genes (rrnL and rrnS) were detected in P. sulpitia, 
located between trnL/ (CUN) and trnV, and between 
trnV and A+T region, respectively (Fig. 1). The lengths 
of the rrnL and the rrnS were determined as 1319 bp 


and 779 bp, respectively. 

The A+T-rich region of P. sulpitia was 349 bp in 
size. There was an 18-bp poly-T stretch at the 3' end of 
the A+T-rich region, and some short microsatellite-like 
repeat regions without conspicuous macro-repeats 
throughout the A+T-rich region. 

2.3 Phylogenetic analysis 

The resultant tree topologies of the ML and 
Bayesian analyses based on the nucleotide and amino 
acid sequences were the same, only with a slight 
difference in their bootstrap support or posterior 
probability values. For the paper length limit, we have 


only showed trees based on the nucleotide sequences 
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A 3 ix A3 a > 
Alanine (A) 4 4? Arginine (R) A . è Asparagine (N) y . â 
S |- E Amino acylstem ^: y:i 
wa 村 U-A A-U 
U- A A U OULA 
U U Trece AW U-A 
A uU -© A G c A 
A u UAACUU A A^ cucA^u A A^ CUUAAU 
U UUUG AC CE Uu ^ ca wor es A“AccA " 
Uu UE u^" UOG^A p^ 2 AZ AGU UA u "mn USAAUCA^ 
UAAAACA vA vu 9€, A A o AG Ua Au 
DHU arm U-^ U - A^G U - A 人 A 
U- A Variable loop U-A A- U 
a- ê 9-60 S.A 
> ^-U cià 
A A- U A-U 
U U U c e 7^ 
Uu ^ Uu ^ U A 
U G © Anticodon arm U c G GaU 
3 fatal 3 R 3 
Aspartate (D) Cysteine (C) A Ẹ Glutamine (Q) „_ 4 
ay $:3 §: 8 
6-2 c-6 A-U 
^- U uU A U A 
6:5 x6 :A 
AUU ^uAAUGA^AA A u C^AU^, A AU AUAUCUUA 
UAAUUG © e as u ACUU ite U A UGUG - RUE: ^ 
Uu "irren AUUAC YY nin SYA A a = AUUUAGQ yY 
UAUAAC U. A, UGA UR o A yGcacy o 
^ u ^ Uu 
U- A^ u- A^G G - YUA 
A o ^ uU uU ^ 
4:4 A-U A-U 
a:¥ A-U A-U 
uU A A- U U -G 
A A U ^ U A 
v ^ u ^ u A 
Soc SecA Uy e 
Glutamate (E as ine 43° Histidine (H) ys 
jlutamate (E) , - 4 Glycine (G) a- U stidine A-U 
U- A U- A C - G 
U-A U-A U- 6 
U- A U- A U- A 
A-U A-U A-U 
5:0 2:6 5:8 
A-U : u T ^ 
AU UUUUUU AU AAUUU U AAA AU UACUU^, 
^^uuuc 1 A UAUAUA cane AAAUUUA ye 
A sees AAA AAA u 人 UUAAUU ^ Fa a AUGAA A 
U AAAG Ux UAGUAU by USAAAAU 
Uu A ^ A A A A 
U - A^^ U - A^ A^ u- A^U 
U -A U -A U- A 
A-U U -A G-c 
C - G G-c A-U 
A-U A-U U-A 
uU uU U A U ^ 
U A U A ü 
Uyt Uc Sc Gya 
; . 2 3 ; 3° 
Isoleucine (I) 4 8° Leucine (L1) ^ 9 Leucine (L2) y â 
A-U > = 
ULA (CUN) Gl A (UUE) U` 入 
A-U A-U A-U 
A- U U- A A u 
A-U u-+G U u 
v? Seauul v" “uavauvdnu v^  Puuuce YA 
^ U a 
u* Succ” “ Made oo nac A u^T'AcA? did U 
u bu GUAAUU x se o 人 U "am AAAGG AU 
Aa AGG A A AUG Ug ^ ^ UGU 
A ^u . A^uU A - YAA va ^. - uu 
U- ^ U- A Uv ^ 
A-U G:C 6-c 
U- A è y a 
c? a v ^ U c 
A U ^ u ^ 
va UAG UAA 
vna Ju 2 ; a 3 
Lysine (K) e. å Methionine (M) u - â Phenylalanine (F) a - & 
A-U U- A U- A 
U- A A-U u â 
U- A A-U U- A 
A-U A U A U 
G-c A-U A- U 
Tew ^c u^” "uuuccvu v^' Yeuavau 
vU UCAUU A 
A^ Suca? ma 2 AAAucGA 和 ] re AAAUUCG^ n s 
A rdi AGUAAAGU U n UAAAGGA 。 UGAUAUAI 
G AGU UA A A^GCU, ^ UAAGAGUA 6 
CA u - A^U * - ata 
^c u U- A U- A 
u. PVU U-A ^-U 
G-c o-c A-U 
a-c 和 U-A 
9:5 G:C A-U 
c ^ U c u ^ 
uU F1 u ^ u G 
cuu CAU GAA 
. i : 3° ] 4* 
Proline (P) e. 4? Serine (S1) 4 E? Serine (S2) , u^ 
2-98 (AGN) 2:8 (UCN) 8-V 
^-U Aa- 四 U- A 
6-6 U- A A-U 
A- U A- U A U 
A-U u AU - A U- A 
AU UMM Gr A AU AUUACUAA, ^9 UCUUAU 
vu 人 UUUG HE e ^ A AMD A GUUCG 
POE ee fh ^ ^m Ae 1 UAGUGAAGO UY . AGAAUA 
AAA AU. ^ ^. c AYAAGC, 
^- UAG ^u. AUUU U- A^G 
UV-A Bi 人 co U 
A-90 4-6 U U 
A-U 
$6 A 8:9 $:$ 
u a a A u ^ 
v ^ A A 
G u 
Ug G cU Ugs 
7 3’ > n 3 A B 
Threonine (T) o . 8 Tryptophan (W) 4 . $° Tyrosine (Y) a- % Valine (V) &. å 3 
U- A^ A-U A-U z 
U- A $-c U-A Ar 
U-A G-€ A-U ^l: 
U- A U.6G A-U 合 : 
U. A U-A ^-U Hc 
v^' “uvuculu v" ^uvucvu" u^' Meucuda A-U 
u A G A 
^^uvuudad m ASUUGA eoe ee v? Guc c? V i.t U AGuuceA UAAUU A 
A rr t n AAGAAU ren UAAAGAA D me coAOAAA A vi: AUUAAAA 
AAAAACU A AaA ACU, A Aya*? Sa A UpAAGU ^A 
U- ASA A - uUu A- UYA ^ ^G 
U A^ U A U- A UU-AA 
G-c A-U A-U U- A 
G. Ù A-U A-U U- A 
U ^ U ^ A U c-G 
e ^ c ^ U A A-U 
U A u ^ uU A^ D pi 
Ug U Uc^ Gu UAC 


Fig. 2 Predicted secondary clover leaf structures for the 22 tRNA genes of Parathyma sulpitia 
The tRNAs are labeled with the abbreviations of their corresponding amino acids. Nucleotide sequences from 5’ to 3’ are indicated for tRNAs. Dashes (-) 
indicate Watson-Crick base-pairing and centered asterisks (*) indicate G-U base-pairing. Arms of tRNAs (clockwise from top) are the amino acid acceptor (AA) 
arm, TyC (T) arm, the variable loop, the anticodon (AC) arm and the dihydrouridine (DHU) arm. 
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(Fig. 4) in this paper. 
3 Discussion 


3.1 Genome structure, organization and composition 

The P. sulpitia mitogenome size (15268 bp) was 
well within the range detected in the completely 
sequenced lepidopteran insects, from 15 140 bp in 


Artogeia melete (GenBank accession no. NC 010568; 
Hong et al, 2009) to 16 094 bp im Agehana maraho 
(GenBank accession no. NC 014055; Wu et al, 2010). 
The nucleotide composition of A+T for the P. sulpitia 
mitogenome major strand was 81.9%, showing a strongly 
biased value, which was the highest of all the nymphalid 
species determined to date (Tab. 2). 


Tab. 2 Mitogenomes of the nymphalids used in this study and their partial characteristics 








Subfamily Species Size (bp) A+T (90) Nosob PCG? ArT UMANE GenBank 
codons A+T (%) Size (bp) A+T (%) Access no. 

Limenitidinae Parathyma sulpitia 15268 81.9 3729 80.6 349 94.6 This study 
Calinaginae Calinaga dauidis 15267 80.4 3724 78.8 389 92.0 HQ658143 
Heliconiinae Acraea issoria 15245 79.7 3715 78.0 430 96.0 NC 013604 
Heliconiinae Argyreus hyperbius 15156 80.8 3705 79.4 349 95.4 JF439070 
Apaturinae Sasakia charonda 15244 79.9 3682 78.1 380 91.8 NC 014224 
Libytheinae Libythea celtis 15164 81.2 3709 79.9 328 96.3 HQ378508 
Satyrinae Melanitis leda 15122 79.8 3710 78.3 317 89.6 JF905446 
Satyrinae Hipparchia autonoe 15489 79.1 3709 76.8 678 94.6 NC 014587 
Danainae Euploea mulciber 15166 81.5 3712 80.2 399 93.5 HQ378507 
Sphingidae* Manduca sexta* 15516 81.8 3705 80.2 324 95.4 NC 010266 


Total codons were exclusive of the initial and termination codons. * Outgroup. 


To evaluate the degree of base bias for the P. 
sulpitia mitogenome, base-skewness was also measured 
in this study. The results showed that AT and GC- 
skewness values of the whole genome (measured from 
the major strand) were —0.048 and -0.178, respectively. 
This indicated that T and C were more frequently used 


than A and G in the genome, similar to results found in 
other nymphalid species used in this study (Tab. 3). 
when the two 
considered separately, it was clear that the AT skew was 
the highest and the GC skew was the lowest of all the 
nymphalids in this study. 


However, skewness values were 


Tab. 3 Nucleotide composition and skewness of the nymphalid mitogenomes 


Major-strand PCGs 


Minor-strand PCGs 


Whole PCGs Whole genome 








Species A+T%  ATskew GCskew A+T% AT skew GCskew A+T% ATskew GCskew A+T% AT skew GC skew 
Parathyma sulpitia 79 -0.172 -0.100 83.1 -0.154 0.266 80.6 -0.164 0.026 81.9 -0.048 -0.178 
Hipparchia autonoe 75.4 -0.135 -0.187 79.3 -0.193 0.337 76.8 -0.159 -0.004 79.1 -0.016 -0.244 

Calinaga dauidis 77.5 -0.164 -0.147 81.1 -0.159 0.270 78.8 -0.162 -0.005 80.4 -0.045 -0.200 
Acraea issoria 76.7 -0.142 -0.176 80.1 -0.164 0.307 78.0 -0.146 -0.009 79.7 -0.024 -0.238 
Sasakia charonda 76.9 -0.118 -0.152 80.0 -0.194 0.330 78.1 -0.147 0.023 79.9 -0.006 -0.219 
Argyreus hyperbius 77.8 -0.136 -0.153 82.0 -0.166 0.322 79.4 -0.149 0.010 80.8 -0.025 -0.219 
Libythea celtis 78.8 -0.124 -0.094 81.8 -0.174 0.297 79.9 -0.144 0.040 81.2 -0.017 -0.181 
Melanitis leda 77.2 -0.163 -0.167 80.1 -0.176 0.357 78.3 -0.167 0.023 79.8 -0.038 -0.238 
Euploea mulciber 79.0 -0.142 -0.124 82.1 -0.140 0.307 80.2 -0.140 0.020 81.5 -0.038 -0.211 
Manduca sexta* 79.2 -0.114 -0.087 82.0 -0.193 0.311 80.2 -0.145 0.051 81.8 -0.005 -0.180 





Total codons were exclusive of the initial and termination codons; the skewness of the whole PCGs and the whole genome was calculated from major strand. 


* Outgroup. 


3.2 Protein-coding genes 

Twelve PCGs of P. sulpitia mitogenome were 
initiated by typical ATN codons, except for the cox/ 
gene. For the P. sulpitia COI gene, no typical ATN 
initiator was found in its starting region or in its 
neighboring trnY sequences. As for the cox/ initiation 
codon in animals, significantly different cases have been 
reported, for example, tetranucleotides such as TTAG in 


Coreana raphaelis (Kim et al, 2006), ATAA in 
Drosophila yakuba (Clary & Wolstenholme, 1985) are 
used, while hexanucleotides such as TATTAG in 
Ostrinia nubilalis and Ostrinia furnicalis (Coates et al, 
2005), TTTTAG in Bombyx mori (Yukuhiro et al, 2002), 
TATCTA in Penaeus monodon (Wilson et al, 2000), 
ATTTAA in Anopheles gambiae (Beard et al, 1993), 
Anopheles quadrimaculatus (Mitchell et al, 1993), and 
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Ceratitis capitata (Spanos et al, 2000) are used. 
Generally, the trinucleotide TTG was assumed to be the 
coxl start codon for some invertebrate taxa including 
insect species, such as Pyrocoelia rufa (Bae et al, 2004), 
Caligula boisdnvalii (Hong et al, 2008), and Acraea 
issoria (Hu et al, 2010). In this study, however, 
according to sequence homologies with other available 
relevant insect species, the codon CGA was hypothesized 
to be the cox/ initiator synapomorphically characteristic 
of most lepidopteran species (Kim et al, 2009, 2010). 
The nad4 gene of P. sulpitia harbored a single T, 
rather than the common stop codon TAA. Incomplete 
termination codons are frequently observed in most 
all the sequenced 
lepidopteran insects to date (Kim et al, 2009), which has 


insect mitogenomes including 


been interpreted in terms of post-transcriptional 
polyadenylation, in which two A residues are added to 
create the TAA terminator (Anderson et al, 1981; Ojala 
et al, 1981). 


The value of A+T content for all PCGs was 80.6%, 
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whereas, the corresponding values for the major and 
minor strands were 79.2% and 83.1%, respectively. Both 
values were the highest of all the nymphalids analysed in 
this study (Tab. 4). Furthermore, the A+T content of the 
PCG third codon position was calculated to be 96.7%, 
which was significantly higher than those of the first 
(74.8%) and the second (70.5%) codon positions. This 
value was the highest of all the corresponding values 
among the nymphalids (Tab. 4). With regard to AT-skew, 
the degree of A+T bias was calculated in different 
strands of the P. sulpitia mitogenome PCGs: the major 
strand evidenced a value of —0.172, whereas the minor 
strand exhibited a value of —0.154. In contrast, for the 
GC-skew, the major and minor strands showed values of 
—0.100 and 0.266, respectively (Tab. 3). Additionally, 
the A+T bias of the PCG codon usage for the P. sulpitia 
mitogenome (the relative synonymous codon frequencies, 
RSCU) revealed that codons harboring A or T in the 
third position were frequently used compared to other 
synonymous codons (Tab. 5). 


Tab. 4 Summary of base composition at each codon* position of the 13 PCGs in the nymphalid mitogenomes used in this study 














cd Ist codon position 2nd codon position 3rd codon position Overall 
diu A T C G A T C G A T C G A T C G 
Parathyma sulpitia 36.9 — 37.9 9.8 154 223 482 16.4 13.1 420 54.7 2.1 1.2 33.7 46.9 9.4 9.9 
Hipparchia autonoe 35.9 36.3 11.3 16.4 21.5 484 16.4 13.7 39.7 488 74 44 32.3 44.5 11.6 11.5 
Calinaga dauidis 363 37.7 10.4 157 22.2 484 16.4 13.1 40.7 51.5 5.1 2.7 33.0 45.8 10.6 10.5 
Acraea issoria 36.6 36.7 10.7 15.9 230 47.8 16.2 13.1 397 50.1 6.4 3.7 33.1 44.9 11.1 10.9 
Sasakia charonda 367 37.6 9.8 15.9 22.3 48.3 16.1 133 40.9 48.5 6.1 44 333 44.8 10.7 11.2 
Argyreus hyperbius 37.4 37.1 9.9 15.6 22.6 48.2 16.1 131 41.5 51.5 4.6 24 33.8 45.6 10.2 10.4 
Libythea celtis 36.6 37.6 9.6 162 22.0 48.2 16.5 13.3 44.1 51.4 2.6 1.9 342 45.7 9.6 10.4 
Melanitis leda 360 369 10.8 163 21.9 48.3 16.2 13.6 39.8 52.0 49 3.3 32.6 45.7 10.6 11.1 
Euploea mulciber 374 374 9.5 15.7 21.9 48.5 16.5 131 44.1 513 3.0 1.6 345 457 9.7 10.1 
Manduca sexta* 370 378 9.5 15.7 223 486 16.0 131 43.8 514 2.6 2.3 343 45.9 9.4 10.4 
* Codons exclusive of the initial and termination codons, * Outgroup. 
Tab. 5 Codon usage of the protein coding genes of the Parathyma sulpitia mitogenome 
Codon (Aa) n (RSCU) Codon (Aa) n (RSCU) Codon (Aa) n (RSCU) Codon (Aa) n (RSCU) 
UUU (F) 361.0 (1.92) UCU (S) 132.0 (3.12) UAU (Y) 196.0 (1.98) UGU (C) 31.0 (1.94) 
UUC (F) 16.0 (0.08) UCC (S) 5.0 (0.12) UAC (Y) 2.0 (0.02) UGC (C) 1.0 (0.06) 
UUA (L) 485.0 (5.29) UCA (S) 84.0 (1.99) UAA (*) 0.0 (0.00) UGA (W) 94.0 (1.96) 
UUG (L) 5.0 (0.05) UCG (S) 0.0 (0.00) UAG (*) 0.0 (0.00) UGG (W) 2.0 (0.04) 
CUU (L) 52.0 (0.57) CCU (P) 71.0 (2.37) CAU (H) 63.0 (1.85) CGU (R) 21.0 (1.62) 
CUC (L) 1.0 (0.01) CCC (P) 11.0 (0.37) CAC (H) 5.0 (0.15) CGC (R) 0.0 (0.00) 
CUA (L) 6.0 (0.07) CCA (P) 38.0 (1.27) CAA (Q) 64.0 (2.00) CGA (R) 31.0 (2.38) 
CUG (L) 1.0 (0.01) CCG (P) 0.0 (0.00) CAG (Q) 0.0 (0.00) CGG (R) 0.0 (0.00) 
AUU (1) 474.0 (1.95) ACU (T) 81.0 (2.13) AAU (N) 256.0 (1.95) AGU (S) 27.0 (0.64) 
AUC (1) 12.0 (0.05) ACC (T) 8.0 (0.21) AAC (N) 6.0 (0.05) AGC (S) 2.0 (0.05) 
AUA (M) 250.0 (1.95) ACA (T) 62.0 (1.63) AAA (K) 91.0 (1.80) AGA (S) 88.0 (2.08) 
AUG (M) 7.0 (0.05) ACG (T) 1.0 (0.03) AAG (K) 10.0 (0.20) AGG (S) 0.0 (0.00) 
GUU (V) 67.0 (2.14) GCU (A) 78.0 (2.62) GAU (D) 62.0 (1.91) GGU (G) 66.0 (1.38) 
GUC (V) 1.0 (0.03) GCC (A) 6.0 (0.20) GAC (D) 3.0 (0.09) GGC (G) 1.0 (0.02) 
GUA (V) 57.0 (1.82) GCA (A) 35.0 (1.18) GAA (E) 72.0 (1.97) GGA (G) 107.0 (2.24) 
GUG (V) 0.0 (0.00) GCG (A) 0.0 (0.00) GAG (E) 1.0 (0.03) GGG (G) 1 7.0 (0.36) 
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3.3 Transfer RNA and ribosomal RNA genes 

The P. sulpitia mitogenome harbored 22 tRNA 
genes, which were scattered throughout its whole region 
as is typically observed in metazoans including insects 
(Cha et al, 2007; Crozier & Crozier, 1993; Hong et al, 
2008; Kim et al, 2010; Wilson et al, 2000; Yukuhiro et al, 
2002). All tRNAs presented typical clover-leaf structure, 
with the unique exception of trnS]1 (AGN), which lacked 
the dihydrouridine (DHU) stem (Fig. 2). The P. sulpitia 
tRNAs harbored a total of 22 pair mismatches in their 
stems, with the number of mismatches in P. sulpitia 
roughly the same as those detected in other lepidopteran 
species such as Antheraea pernyi (Liu et al, 2008) and 
Eriogyna pyretorum (Jiang et al, 2009), but less than 
those in Ochrogaster lunifer (Salvato et al, 2008). These 
tRNAs mismatches can be corrected through RNA- 
editing mechanisms, which are well known for arthropod 
mtDNA (Lavrov et al, 2000). 

As in all other insect mitogenome sequences, two 
rRNA genes (rrnL and rrnS) were detected in P. sulpitia. 
They were located between trnL/ (CUN) and trnV, and 
between trnV and the A+T region, respectively (Fig. 1). 
The length of the rrnL was determined to be 1 319 bp, 

Parathyma sulpitia (74.4%) 


AGT region 
The largest spacer  5'-6173 


A+T region 
The largest spacer  5'-6234 


wee PERTH 


dk FEE FR 8 RF 


5'15173 ATTTAAATATTTAATAT-ACATATTATATATATATATATATATTATTAAATAAAATTTATT 
TATTATATATTATATATTATATATTATATAT-TATATATTATATATTATATATTATATATT 
: kk Ck Chk hk gk k ch k hok hok Bo Ak A b 
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which was within the size range observed in the other 
available sequenced insects, from 470 bp in Bemisia 
tabaci (Thao et al, 2004) to 1426 bp in Hyphantria 
cunea (Liao et al, 2010). The length of the rrnS was 
determined to be 779 bp, which was well within the size 
range observed in other completely sequenced insects, 
from 434 bp (Clary & 
Wolstenholme, 1985) to 827 bp in Locusta migratoria 
(Flook et al, 1995). 

3.4 Intergenic spacers and overlapping regions 


in Ostrinia nubilalis 


The mtDNA genome of P. sulpitia included a total 
of 213 bp intergenic spacer sequences which were spread 
over 11 regions ranging in size from one to 121 bp. The 
largest spacer sequence (121 bp) was located between 
the trnS1 (AGN) and the trnE, rather than between the 
trnQ and the nad2 gene as found in other lepidopteran 
mitogenomes (Tab. 1). This spacer contained the highest 
A+T nucleotide (100%) of all the corresponding regions 
in all other lepidopterans determined. The sequence 
alignment of this spacer with partial A+T-rich region 
revealed a sequence homology of 74.4% (Fig. 3), 
suggesting that this spacer may have originated from a 
partial duplication of the A+T-rich region. 


S -1S$111 TTTA-ATATATATATATATTTATTAAÀTTA-ATTAAAALATTTAATTAATTAATATAATTTTTÀATÀ  3'-15172 
TTTATATATATATATATATATATTATATATATTATATATATTATATAT-ATTATA--TATTATA 3-6233 


dtc ko oW koh k d koh ho A 8 8 s o PETE 


dk ok eee o ko A A dk WA 
3'-15232 
3'-6293 


SERRE FH ee FFE 


Fig. 3 Alignment of the largest spacer located between trnS1(AGN) and trnE and the partial A+T region 


The second largest intergenic spacer was 52 bp long, 
located between the trnQ and nad2 genes. This spacer is 
present in all lepidopteran mitogenomes sequenced, but 
absent in all non-lepidopteran insects (Hong et al, 2008). 
The sequence alignment of this spacer with the 
neighboring nad2 gene revealed a sequence homology of 
62%, and thus, this spacer was proposed to have been 
originated from a partial duplication of the nad2 gene 
(Kim et al, 2009), with similar cases presented in other 
sequenced lepidopterans, such as Artogeia melete (70%) 
(Hong et al, 2009), C. raphaelis (6296) (Kim et al, 2006), 
Parnassius bremeri (70%) (Kim et al, 2009), and 
Phthonandria atrilineata (70%) (Yang et al, 2009). The 
other nine smaller intergenic spacers ranged in size from 
one to 11 bp were dispersed throughout the whole 
genome, and their details are listed in Tab. 1. 

A total of 92 bp were identified as overlapping 
sequences varying from one to 35 bp in 15 regions of the 
genome (Tab. 2). The longest overlap was 35 bp located 


between the cox2 and trnK genes, and the second largest 
was 20 bp long located between trnF and nad5. The third 
longest was 8 bp between trnW and trnC, with similarly 
sized overlaps also detected in other lepidopteran species 
(Hong et al, 2008). As expected, the 7 bp overlap within 
the atp8 and atp6 reading frames, which is characteristic 
of many animal mitogenomes (Boore, 1999; Hong et al, 
2008), was also detected in this study. In addition, a 5 bp 
and a 3 bp overlap were located between cox/ and trnL 
(UUR), and between ¢rn/ and trnQ, respectively. As for 
the remaining nine overlaps of 1 or 2 bp in size, their 
detailed cases are shown in Tab. 1. 
3.5 A+T-rich region 

The A+T-rich region of P. sulpitia was 349 bp in 
size, located between rrnS and trnM (Fig. 1). This region 
showed the second highest A+T content (94.6%), slightly 
lower than the largest intergenic spacer (100%). This 
region included the Oy (origin of minority or light strand 
replication), which was identified by the motif ATAGA 
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located 20 bp downstream from rrnS. Additionally, a 
motif ATAGA followed by 19 bp poly-T, which has 
been suggested as the structural signal for the recognition 
of proteins in the replication initiation of minor-strand 
mtDNA, was detected, which is similar to that observed 
in other lepidopteran species such as the Bombyx mori 
(Yukuhiro et al, 2002). Finally, a few of multiple short 
microsatellite-like repeat regions, such as the (AT); 
located 195 bp upstream from rnnS and preceded by the 
ATTTA motif, were present, which was as expected as 
they are also detected in the majority of other sequenced 
lepidopterans (Hong et al, 2008; Hu et al, 2010; Kim et 
al, 2009; Mao et al, 2010; Pan et al, 2008; Wang et al, 
2011; Xia et al, 2011). As for the tRNA-like sequences 
and the tandemly repeated elements often reported in 
other lepidopteran species (Kim et al, 2009; Pan et al, 
2008), no relevant structures were detected in the P. 
sulpitia A+T-rich region. 
3.6 Phylogenetic analysis 

An up-to-date and comprehensive classification of 
Nymphalidae was made by Ackery et al (1999) based on 
morphological characters, while work on molecular 
systematics of various lineages within Nymphalidae is 
beginning to clarify their relationships with interesting 
results (Brower et al, 2000; Wahlberg et al, 2003, 2005). 
Though the twelve subgroups of Nymphalidae (Libytheinae, 
Danainae, Charaxinae, Morphinae, Satyrinae, Calinaginae, 
Biblidinae, 
Apaturinae, and Nymphalinae) are widely accepted at the 


Heliconiinae, Limenitidinae, Cyrestinae, 
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subfamily level, some relationships within this group 
remain unresolved. For example, the phylogenetic 
positions of Danainae, Libytheinae, and Limenitidinae 
within Nymphalidae are still controversial. 

As for the Limenitidinae, its sister group within the 
Nymphalidae has been the subject of substantial debate 
(Freitas & Brown, 2004; Harvey, 1991). From a 
morphological relationships of 


view, the close 


Limenitidinae, Heliconiinae, Nymphalinae, and 
Apaturinae have never been suggested (de Jong et al, 
1996; Freitas & Brown, 2004; Harvey, 1991). For 
example, Freitas & Brown (2004) conducted a cladistic 
analysis of Nymphalidae based on immature and adult 
morphological characters, and the results showed that 
Limenitidinae is sister to the grouping of (Apaturinae + 
(Calinaginae + Satyrinae)), exclusive of the remaining 
nymphalidae taxa (Freitas & Brown, 2004). However, 
phylogenetic analyses based on molecular sequence data 
have convincingly suggested that Limenitidinae is the 
sister group of Heliconiinae (Brower, 2000; Wahlberg et 
al, 2003, 2005; Zhang et al, 2008). In this study, the ML 
and BI phylogenetic analyses based on the mitogenomic 
data of the nine available nymphalids, including that of P. 
sulpitia and other unpublished species, revealed the 
following relationships: (Danainae + ((Libytheinae + 
((Satyrinae + Calinaginae) + (Apaturinae + (Heliconiinae 
+ Limenitidinae) + Nymphalinae))))) with high support 
values (Fig. 4), which is congruent with those reported 
by Wahlberg et al (2003, 2005) and Brower (2000). 
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Fig. 4 ML (A) and BI (B) trees of the nymphalid species based on nucleotide sequences of the 13 protein-coding genes 


Numbers at nodes are bootstrap values/posterior probabilities. 
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In conclusion, the complete mitogenome of P. sulpitia 
harbored nearly the same characters as those of other 
nymphalids. Phylogenetic analysis on a mitogenomic 
level indicated that Limenitidinae was most closely 
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Bacterial expression and purification of biologically 
active human TFF2 
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Abstract: Human trefoil factor 2 (hTFF2) is considered as one of the most important initiators of mucosal healing in 
the gastrointestinal tract by promoting cell migration and suppressing apoptosis. However, it is hard to obtain hTFF2 from 
human tissue and many recombinant hTFF2 produced in vitro exist as fusion proteins. The purpose of the present study 
was to produce native hTFF2 while maintaining its biological activities. The open reading frame of hTFF2 was inserted 
into a pET-32a(+) expression vector, and hTFF2-TRX fusion protein was successfully expressed in Escherichia coli and 
purified by Nickel-nitrilotriacetic acid affinity chromatography and reverse-phase HPLC steps. The recombinant fusion 
protein (purity>95%) was cleaved by Factor Xa at 23 °C to release hTFF2. After removal of Factor Xa and undigested 
fusion proteins, hTFF2 was purified and identified by SDS-PAGE and Western blotting. The yield of recombinant hTFF2 
was about 5 mg/L. The recombinant hTFF2 could promote IEC-6 cells migration and in vitro wound healing via the 
activation of ERK1/2. Recombinant hTFF2 could also inhibit apoptosis of HCT-116 cells induced by 50 pmol/L ceramide. 
In summary, our results showed that the recombinant hTFF2 was expressed in E. coli and successfully purified after 
cleavage with the fusion partner with high yield while maintaining its biological activities. Recombinant hTFF2 might be 
useful for investigating the molecular mechanism of hTFF2 and development of hTFF2-related drugs. 


Key words: TFF2; Expression; Cell migration; Anti-apoptosis; Wound healing 


Abbreviations: TFF, trefoil factor; SP, spasmolytic polypeptide; TRX, thioredoxin; NSAIDs, non-steroidal anti- 
inflammatory drugs; ERK, extracellular signal-regulated kinase; pERK1/2, phospho-ERK 1/2; PARP, poly ADP-ribose 
polymerase; EGF, epidermal growth factor; TGF-o, transforming growth factor-a; PCR, polymerase chain reaction; IPTG, 
isopropyl-1-thio-D-D-galactopyranoside; FCS, fetal calf serum; BSA, bovine serum albumin; PMSF, phenylmethylsulfonyl 
fluoride; SDS-PAGE, SDS-polyacrylamide gel electrophoresis; Ni-NTA, Nickel-nitrilotriacetic acid 
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总 之 , 研究 结果 表明 ， 在 大 肠 杆菌 中 高 产量 地 成 功 表达 有 
机 制 , 以 及 研制 和 开发 TFF2 的 相关 药物 都 提供 很 大 的 
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Trefoil factors (TFFs) are a family of peptides that 
share three-looped TFF-domains, each of which is 
composed of 38 or 39 amino acid residues in which six 
cysteine residues are linked in the configuration of l-5, 2- 
4, and 3-6, thus forming a characteristic three-leaved 
structure (Thim, 1989). Human TFFs, including hTFF1 
(pS2), hTFF2 (spasmolytic peptide, SP), and hTFF3 
(intestinal trefoil factor, ITF), are synthesized and 
secreted mainly by mucin-secreting epithelial cells in the 
gastrointestinal tract (Suemori et al, 1991). Both hTFF1 
and hTFF3 only have a single TFF-domain, whereas 
hTFF2 has two TFF-domains (Sands & Podolsky, 1996). 
The TFF peptides are believed to contribute to mucosal 
healing and restitution by promoting cell migration and 
suppressing apoptosis (Dignass et al, 1994; Taupin et al, 
2000). 

The hTFF2 is mainly expressed in the mucous neck 
cells of the gastric mucosa where it boosts epithelial 
restitution and prevents infection (Sands & Podolsky, 
1996; Taupin et al, 2000). Recent reports showed that the 
alteration of hTFF2 expression was closely associated 
with carcinogenesis and progression of gastric cancer by 
affecting cell proliferation, migration, infiltration, and 
apoptosis (Cook et al, 1999; Dignass et al, 1994; Fox et 
al, 2007; Hanby et al, 1993; Oertel et al, 2001). In TFF2- 
deficient mice, gastric epithelial cell proliferation 
decreased, and acid secretion and susceptibility to non- 
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) increased 
(Farrell et al, 2002). However, the injury induced by 
NSAIDs in stomachs could be prevented or cured after 
TFF2 administration (Poulsen et al, 1999). Although 
diverse roles of hTFF2 have been investigated, the 
detailed molecular mechanism of hTFF2-mediated 
signaling transduction is largely unknown, partly because 
there is an insufficient amount of hTFF2. Thus, the 


0 且 体 外 产生 
的 游离 型 PTFF2 。 
融合 部 分 的 hTFF2 
进行 纯化 。23 °C, 
后 , 获得 的 游离 型 
mg/L, 并 且 hTFF2 能 促进 IEC-6 
, hTFF2 也 能 抑制 50 pmol/L 神经 鞘 氮 醇 所 引起 的 HCT-116 4 
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的 重组 hTFF2 大 都 以 融合 蛋白 的 形式 存在 , 所 以 该 
hTFF2 的 开放 阅读 框 被 插入 pET-32a(+) 表 达 载 体 ， 
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expression of hTFF2 in vitro would be beneficial for the 
mechanism study of hTFF2. 

In the present work, we used RT-PCR techniques to 
amplify hTFF2 cDNA and inserted it into an N-terminal 
histidine tag containing bacterial expression vector. After 
the N-terminal histidine tag was cleaved by Factor Xa, 
the tagless recombinant hTFF2 was purified with high 
yield. The recombinant hTFF2 was able to induce rat 
intestinal epithelial cell IEC-6 migration, promote in 
vitro wound healing, and inhibit human colorectal cancer 
cell HCT-116 apoptosis. 


1 Materials and Methods 


1.1 Construction of hTFF2 expression plasmid 

Total RNA was extracted from surgical resection 
specimens of human gastric mucosa using a TRIzol 
Reagent kit (Tiangen Biotech, China) according to the 
manufacturer's instructions. The cDNA of hTFF2 was 
amplified by a reverse transcriptional reagent kit 
(TaKaRa, China) The open reading frame (ORF) of 
hTFF2 was inserted into a pMD-19T simple vector 
(TaKaRa, China) by conventional methods. Briefly, a 
polymerase chain reaction (PCR) was conducted with the 
cDNA of hTFF2 as the template. The sense primer used 
was: 5' -eggtaccatcgagggaagggagaaaccctccecctgc-3 ' , 





which containing a Kpn I site (italicized), the coding 
sequence for a Factor Xa recognition site (boldface), and 
N-terminal residues of hTFF2 (underline). The antisense 
primer used was: 5' -gaattcttagtaatggcagtcttc-3 ′ ， 
which containing an EcoR 7 site (italicized), the stop 
codon (boldface), and C-terminal residues of hTFF2 
(underline). The PCR was performed with an initial 
denaturation at 94 °C for 4 min, followed by 35 cycles of 
94 °C for 30 s, 65 °C for 30 s, and 72 °C for 45 s, and a 
final extension at 72 °C for 7 min. The PCR products 
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were first subcloned into the pMD-19T simple vector. 
After digestion with Kpn I and EcoR I on the pMD-19T- 
hTFF2 plasmid, the recovered hTFF2 ORF was ligated 
into the pET-32a(+) vector (Novage, Germany) at Kpn I 
and EcoR I sites to construct the expression plasmid, 
designated as pET-32a(+)-hTFF2. Clones with a correct 
sized insert were verified by DNA sequencing. 
1.2 Expression, purification, and identification of 
recombinant hTFF2 

The £. coli expression strain BL21 (DE3) (Novage, 
Germany) was transformed with pET-32a(+)-hTFF2 
plasmid. Transformed cells were grown at 37 °C up to an 
absorbance of about 0.6—0.8 at 600 nm and then induced 
with 0.5 mmol/L isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranoside 
(IPTG) and cultivated for an additional period of 3.5 h at 
37 °C. The cells were centrifuged at 8 000 r/min for 10 
min and resuspended in 100 mL equilibration buffer (50 
mmol/L sodium phosphate, pH 8.0, with 0.3 mol/L NaCl 
and 10 mmol/L imidazole). The cells were then lysed by 
sonication (Ultrasonic Cell Crusher JY92-2D) at 350 W 


for 80 cycles (6 s working, 10 s free) in an 1ce-water bath. 


The supernatant recovered by centrifugation at 16 000 
r/min for 30 min was applied to a Ni-Sepharose column 
packed with 3 mL nickel-nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) 
resin (Sigma, American). Elution of the fusion protein 
was carried out with elution buffer (50 mmol/L sodium 
phosphate, pH 8.0, with 0.3 mol/L NaCl and 250 mmol/L 
imidazole). The fractions containing thioredoxin (TRX)- 
hTFF2 were pooled and applied on a reverse-phase 
HPLC (RP-HPLC) Zorbax 300 SB C, column (Elite, 
China) equilibrated with 0.1% (v/v) trifluoroacetic 
acid/water. The elution was performed at a flow rate of 
0.7 mL/min. At the acetonitrile concentration of 60%, a 
peptide peak was collected and verified to TRX-hTFF2 
by Western blotting. The TRX-hTFF2 concentration was 
determined by a protein assay kit (Bio-Rad, USA), then 
50 ug TRX-hTFF2 fusion protein was incubated with 1 
ug Factor Xa (Biolabs, New England) for 16 h at 23 °C 
in cleavage buffer (20 mmol/L Tris-HCl, 100 mmol/L 
NaCl, and 2 mmol/L CaCh, pH 8.0). After digestion, the 
products were analyzed by SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE), and hTFF2 was further 
purified by Factor Xa removal resin column (Qiagen, 
USA) and a Ni-NTA column to remove the TRX-tag and 
undigested fusion protein according to the 
manufacturer’s instructions. The flow-through fractions 
were collected and dialyzed against 10 mmol/L sodium 
phosphate (pH 7.5) and lyophilized. The recombinant 
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hTFF2 was analyzed by SDS-PAGE and Western 
blotting with anti-hTFF2 antibody (Santa Cruz, USA). 
1.3 Cell culture 

Rat intestinal epithelial cell line IEC-6 and human 
colorectal cancer cell line HCT-116 were obtained from 
the American Type Culture Collection (Manassas, USA). 
The IEC-6 cells were cultured in Dulbecco's Modified 
Eagle Medium (DMEM) containing 5% fetal calf serum 
(FCS), 100 U/mL penicillin, and 100 mg/mL 
streptomycin. The HCT-116 cells were cultured in 
DMEM containing 10% FCS, 100 U/mL penicillin, and 
100 mg/mL streptomycin. The cells were grown in a 
humidified atmosphere with 5% CO; at 37 °C. 
1.4 Cell migration assay 

Cell migration activity was tested with a modified 
Boyden chamber assay as described previously (Liu et al, 
2008). The bottom sides of the Millicells (8 um pore, 
Millipore, USA) were coated with collagen type 1 (10 
ug/mL) from rat tail (Sigma). After starvation overnight, 
the IEC-6 cells were detached, then 1x10? cells were 
planted into the top of each chamber. The recombinant 
hTFF2 was added into the bottom of the chambers. After 
16 h, the non-migratory cells on the upper membrane 
surface were removed with a cotton swab, and the 
migrated cells were dyed with freshly prepared 0.025% 
crystal violet in 0.1 mol/L borate buffer (pH 9.0) 
containing 2% ethanol for 30 min at room temperature. 
The bound crystal violet was eluted with 1 mL 10% 
acetic acid and the migration activity was expressed as 
the value monitored at 586 nm of extraction. 
1.5 in vitro wound healing assay 

Wound healing assay was performed as reported 
previously (Hoying & Williams, 1996), with minor 
modification. The IEC-6 cells cultured to confluent in 6- 
well plates were starved overnight, and the cell 
monolayer was scratched by a standard 200-uL pipette 
tip across the diameter of the wells. The medium and 
non-adherent cells were removed, and the plates were 
rinsed twice with PBS. The fresh medium containing 
recombinant hTFF2 was added into the plates and 
changed every 24 h. Time-lapse photography of the 
wounding edges was performed under an inverted-phase 
microscope within 72 h. 
1.6 The phosphorylation level of ERK1/2 

Confluent monolayers of IEC-6 cells were treated 
with recombinant hTFF2 for 0 min, 15 min, 30 min, and 
60 min. The collected cells were then washed and 
immediately lysed on ice with the lysis buffer (50 


No. 2 ZHUANG Yong-Hui et al: Bacterial expression and purification ofbiologically active human TFF2 147 


mmol/L HEPES, pH 7.4, containing 5 mmol/L EDTA, 
50 mmol/L NaCl, 1% Triton X-100, 50 mmol/L NaF, 5 
mg/mL aprotinin, 5 mg/mL leupeptin, 1 mmol/L NasVO4， 
and 1 mmol/L PMSF). After centrifugation, the lysate 
(20 ug) was loaded on a SDS-PAGE gel and transferred 
onto a PVDF membrane. The membrane was 
subsequently blocked with 3% BSA and incubated with 
anti-ERK2 and anti-pERK1/2 primary antibodies and 
secondary antibodies (Santa Cruz, USA). Protein bands 
were visualized with super signal reagents (Pierce, USA) 
as described previously (Taupin & Podolsky, 1999). 
1.7 Anti-apoptosis activity assay 

Anti-apoptosis effect was assessed by measuring the 
cleavage of caspase substrate pl16-[poly ADP-ribose 
polymerase (PARP)] as described in previous research 
(Kinoshita et al, 2000). Confluent monolayers of HCT- 
116 cells in 6-well plates were starved and then treated 
with recombinant hTFF2 for 24 h. Ceramide (50 u mol/L) 
was added to the treated HCT-116 cells, and the cells 
were incubated for a further 24 h. Apoptosis activity was 
assessed by measuring the cleavage of caspase substrate 
pl16-PARP as analyzed by Western blotting with anti- 
PARP antibody (Santa Cruz, USA) (Kinoshita et al, 2000). 
1.8 Statistical analysis 





The data were expressed as mean+SD. Comparisons 
were performed by Student's t-test. P<0.05 was 
considered statistically significant. 


2 Results 


2.1 Construction of the pET-32a(+)-hTFF2 expression 
plasmid 
To construct an effective expression system for 
hTFF2, the plasmid pET-32a(+) was selected as the 
expression vector. As shown in Fig. 1A, the protein 
sequence of cloned hTFF2 was identical to that of 


A Trx-Tag His-Tag B 1 5 
ATGAGC:-315 bp-:CTGGCC: -CACCATCATCATCATCAT - d 
MS 103 aa-- D A-- B BH B H E a: 2000 


4 
3 


. FXa . 750. 
Kpnlcleaveagesite — TFF2 EcoRI $00 
-GGTACCATCGAGGGAAGGGAGAAA- -306 bp: CATTACTAAGAATTC 250 
-GT I EGR E K- 102 aa H Y * p 


Fig. 1 Construction of the pET-32a(+)-hTFF2 
expression plasmid 

(A) The profile of nucleotide acid and amino acid sequences of the pET- 
32a(+)-hTFF2 plasmid. The plasmid includes the sequences of TRX-tag, 
His-tag, Factor Xa cleavage site and hTFF2. (B) Identification of hTFF2 by 
restriction endonucleases digestion. The recombinant pET-32a(+)-hTFF2 
expression plasmid was digested by Kpn I and EcoR I, and a 310 bp DNA 
fragment was released. Lane 1, standard molecular marker; lane 2, PCR 
product of hTFF2; lane 3, digestion production of the pET-32a(+)-hTFF2 
plasmid. 





GenBank (Accession No.7032), and Kpn I (at N- 
terminus) and EcoR I (at C-terminus) sites were 
introduced to construct pET-32a(+)-hTFF2 plasmid. The 
Factor Xa sequence provided a cleavage site (Fig. 1A) to 
obtain the recombinant hTFF2 without additional amino 
acid at its N-terminus. The hTFF2 ORF (310 bp) was 
ligated into pET-32a(+) vector between the Kpn I and 
EcoR I sites. The recombinant plasmid was confirmed by 
releasing a 310 bp DNA fragment after restriction 
enzyme digestion (Fig. 1B), and by DNA sequencing 
(data not shown). 
2.2 Expression and purification of recombinant 

hTFF2 

The pET-32a(+)-hTFF2 expression plasmid was 
transformed into BL21 (DE3) cells. As shown in Fig. 2A, 
after induction by IPTG for 3.5 h, the cells were 
collected and lysed by sonication, and the TRX-hTFF2 
fusion protein mainly existed in the ultrasonic 
supernatant. His-tag in fusion protein provided an 
effective purification step by His-select Ni-NTA column. 


) 


Absorbance at 280 nm (mAU) 
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WB: anti-TFF2 


Fig. 2 Expression, purification, and identification of 
recombinant hTFF2 

(A) Purification of the recombinant TRX-hTFF2 in a reverse-phase HPLC 
C4 column. The column was equilibrated with 0.196 (v/v) trifluoroacetic 
acid/water. The elution was performed at a flow rate of 0.7 mL/min. The 
highest peak was the TRX-hTFF2 fusion protein, as indicated by an arrow. 
Inset: SDS-PAGE analysis of the process of expression, purification and 
cleavage of TRX-hTFF2. Lane 1, the molecular weight marker; lane 2, cell 
lysate without IPTG induction; lane 3, cell lysate with 0.5 mmol/L IPTG 
induction; lane 4, the elution fraction of HPLC after a Ni-NTA column; lane 
5, cleavage of TRX-hTFF2 by Factor Xa; lane 6, the flow-through fraction 
from a Ni- NTA column of cleaved TRX-hTFF2. (B) Western blotting with 
anti-hTFF2 antibody analysis of TRX-hTFF2 fusion protein, cleavage of 
TRX-hTFF2 by Factor Xa, and purified recombinant hTFF2. 


148 Zoological Research 


The fusion protein was finally eluted with elution buffer 
containing 250 mmol/L imidazole. The elution was then 
subjected to RP-HPLC, and the highest peak was the 
recombinant TRX-hTFF2 protein (Fig. 2A). The TRX- 
hTFF2 fusion protein was then cleaved with Factor Xa 
and further purified by Factor Xa removal column and 
the Ni-NTA resin. The flow-through fractions were the 
recombinant hTFF2 without any extension amino acids 
at its N-terminus, and SDS-PAGE showed a single band 
with the theoretical molecular weight of 1.3x10*. In 
addition, the single band was verified to human hTFF2 
by Western blotting analysis with the special anti-hTFF2 
antibody (Fig. 2B). 
2.5 hTFF2 promoted cell migration and in vitro 

wound healing 

One of the most important roles of TFFs is to 
promote cell migration and wound healing (Taupin & 
Podolsky, 2003). The recombinant hTFF2 showed strong 
activity in promoting cell migration and wound healing 
in vitro. After treatment with hTFF2 for 16h, the motility 
of IEC-6 cells was increased in a dose-dependent manner 
and the activity was about 2-fold greater in 200 nmol/L 
hTFF2 compared with the negative control (BSA) (Fig. 
3A). In the in vitro wound healing assay, the IEC-6 cell 
monolayer was “wounded” by 200-ul standard tips. 
Obvious increases in the rate of wound closure were 
found at each time point in the presence of 200 nmol/L 
hTFF2, and the wound achieved almost 95% closure at 
72 h (Fig. 3B). 
2.4 Activation of ERK1/2 in IEC-6 cells stimulated 

by hTFF2 

Phosphorylation of ERK1/2 is important for signal 
transduction of TFFs, especially for cell migration 
(Taupin & Podolsky, 2003). The phosphorylation levels 
of ERK1/2 in IEC-6 cells stimulated with recombinant 
hTFF2 were analyzed. As shown in Fig. 3C, 200 nmol/L 
hTFF2 significantly enhanced the phosphorylation level 
of ERK1/2. 
2.5 The anti-apoptotic activity of hTFF2 

Suppressing apoptosis is an important procedure at 
the early stages of wound healing (Bossenmeyer-Pourié 
et al, 2002). In the present study, apoptosis of HCT-116 
cells was assessed by analyzing the cleavage of p116- 
PARP. Results showed that 50 umol/L ceramide induced 
obvious apoptosis as observed by the disappearance 
of the 1.16x10° band of PARP in HCT-116 cells. 
However, after pre-incubation with hTFF2 protein for 
24 h, the HCT-116 cells were further treated with 
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Fig. 3 Recombinant hTFF2 promotes migration and 
wound healing of IEC-6 cells 

(A) Cell migration activity stimulated by 50-200 nM hTFF2 was tested by a 
Boyden chamber assay as described in the text. BSA was used as a control. 
Values represent means+SD of three independent experiments. *: P<0.05; 
**: P<0.01. (B) Closure of an artificial wound in IEC-6 cell monolayer 
stimulated by hTFF2. BSA (0.25%) and EGF (10 nmol/L) were used as 
controls. The representative data of three independent experiments are 
shown. Scale bars equal to 100 um. (C) hTFF2 activated ERK1/2 in IEC-6 
cells. The cells starved in a serum-free medium overnight were stimulated 
with 200 nmol/L hTFF2 for times indicated. The pERK1/2 levels of the 
cells were examined by Western blotting. Data were the representative of at 
least three independent experiments. 


C2-ceramide for another 24 h. The cleavage of 1.16x10° 
band was inhibited, suggesting that hTFF2 suppressed 
the apoptosis of HCT-116 cells induced by ceramide (Fig. 
4). 


Ceramide + 一 十 
rIFF2 - - 


十 
x107 


Fig. 4 Recombinant hTFF2 inhibits HCT-116 cells apoptosis 


Confluent HCT-116 cells were pre-incubated with 
hTFF2 for 16 h. Apoptosis of HCT-116 cells was 
induced by further incubation with 50 umol/L ceramide 
for 24 h. The apoptosis was evaluated by Western 
blotting with anti-PARP antibody. The recombinant 
hTFF2 inhibited the cleavage of 1.16x10° band, 
suggesting that hTFF2 suppress HCT-116 
apoptosis induced by ceramide. 


could 


3 Discussion 


Trefoil factors are small secretory stable peptides. 
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Due to the compact TFF-domain formed by three 
intrachain disulfide bonds among six conserved cysteine 
residues, TFFs are resistant to protease (Kinoshita et al, 
2000). Additionally, TFFs play important roles in 
mucosal repair, cytoprotection, and tumor suppression in 
the gastrointestinal tract (Perry et al, 2008; Wong et al, 
1999). The roles of TFFs in vivo and in vitro indicate that 
TFFs may have potential value in drug development for 
curing gastrointestinal tract mucosa injury. In a rat model, 
porcine TFF2 accelerated the healing of gastric 
ulceration (Poulsen et al, 1999), recombinant human 
hTFF2 and TFF3 also protected against both ethanol and 
indomethacin induced gastric injury markedly 
(Babyatsky et al, 1996). Because hTFF2 has very 
important biological functions but very limited amounts 
can be prepared from human tissue extracts, much effort 
has been made to express hTFF2 peptide in yeast at 
relative low quantity (Thim et al, 1993) or in Escherichia 
coli with an additional tag linked to hTFF2 (Sun et al, 
2010). Improved quality and quantity of hTFF2 is 
urgently needed to help explore its functions. 

In this study, the pET-32a(+) system with TRX-tag 
was used to express hTFF2. Using the TRX-tag as the 
fusion partner significantly enhanced the solubility of 
human hTFF2 and facilitated the formation of disulfide 
bonds, which is important for hTFF2 to maintain its 
conformation and exert biological activities. Moreover, 
His-tag could be used to purify fusion protein by Ni- 
NTA resin (LaVallie et al, 1993; Stewart et al, 1998). As 
shown in Fig. 2A, most recombinant TRX-hTFF2 
produced in E. coli was soluble. After purification by 
Ni-NTA resin and RP-HPLC, the purity of the fusion 
protein was above 95%. To exclude the influence of 
TRX, the TRX-tag was removed from the fusion protein 
by Factor Xa, Factor Xa removal resin column, and Ni- 
NTA column. The recombinant native hTFF2 without 
additional amino acids was finally produced. The yield 
of recombinant hTFF2 was approximately 5 mg/L. The 
SDS-PAGE showed a single band with the theoretical 
molecular weight of about 1.3x10* (Fig. 2A), and the 
1.3x10* band was verified to human hTFF2 by Western 
blotting with anti-hTFF2 antibody (Fig. 2B). 

Together with epidermal growth factor (EGF) and 
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香 鱼 补体 成 分 C9 基因 的 克隆 、 序 列 分 析 及 表达 
FL, RAR, KR Me, 史 雨 红 , 陆 新 江 q 
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摘要 : 补体 成 分 C9 是 构成 膜 攻 击 复合 体 引 起 革 细 胞 溶解 破坏 的 重要 组 成 成 分 。 该 文 测定 了 香 鱼 C9 (aC9) 基 
的 cDNA 全 序列 , 序列 全 长 2 125 AER, 编码 一 个 由 592 个 氨基 酸 组 成 、 相 对 分 子 质 量 为 6.56x10 的 前 
Fl, N 端 22 个 氨基 酸 为 信号 肽 序列 。 序 列 分 析 表 明 , aco 与 虹 鲜 CO 的 氨基 酸 同 源 性 最 高 ,， 达 56.8%, 与 其 它 鱼 类 
的 同 源 性 介 于 40.9%~53.8% 之 间 。aC9 在 健康 香 鱼 肝 、 脾 、 肠 、 鳃 和 肌肉 有 表达 ,其 中 在 肝 内 的 表达 量 最 高 。 
时 葡 光 定量 PCR 的 结果 显示 , 鳗 利 斯 顿 氏 菌 侵 染 4 h 后 , 肝 中 aC9 mRNA 表达 量 显著 上 调 ， 并 随 着 时 间 的 推移 
E 16h 时 达到 峰值 。Western blotting 分 析 的 结果 显示 ， 鳗 利 斯 顿 氏 菌 侵 染 后 香 鱼 血清 中 的 aC9 蛋白 随 着 时 间 的 推 
移 呈 显著 上 调 。 以 上 结果 表明 ,， 香 鱼 肝 组 织 C9 基因 表达 变化 与 鳗 利 斯 顿 氏 菌 的 侵 染 密切 相关 , 揭示 了 C9 在 鱼 类 
抗 细菌 免疫 反应 中 具有 重要 的 作用 。 


关键 词 : 补体 成 分 CO; 香 鱼 ; 鳗 利 斯 顿 氏 菌 ; SEIN ZZ Æ PCR; Western blotting 
中 图 分 类 号 : Q785; Q959.499; Q516 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2012)02-0151-07 
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Molecular cloning, sequence analysis and expression of 
ayu complement component C? gene 


KONG Cheng-Jiang, HUANG Zuo-An, CHEN Jiong , SHI Yu-Hong, LU Xin-Jiang 


(Key laboratory of Applied marine Biotechnology, Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo 315211, China) 


Abstract: C9, a component of the membrane attack complex, participates in the final stage of the complement 
cascade which lyses foreign organisms by disrupting the integrity of their cell membranes. In the present study, a 
full-length ayu C9 (aC9) cDNA was cloned which contains 2,125 nucleotides and encodes a protein of 592 amino acids. 
A signal peptide was deposited in the N-terminal 22 residues. The deduced amino acid sequence of aC9 showed 56.8% 
identity to the C9 of rainbow trout, and 40.9% to 53.8% identity to the C9 of other teleosts. RT-PCR analysis 
demonstrated that the mRNA of aC9 was expressed in the liver, spleen, intestine, gill and muscle of healthy ayu fish with 
the highest level in the liver. Quantitative RT-PCR analysis showed that aC9 transcripts were significantly up-regulated 
in the liver at 4 h post Listonella anguillarum infection, peaked at 16 h post injection. Western blotting analysis revealed 
that serum aC9 significantly increased in Listonella anguillarum infected ayu fish. Our results suggested that aC9 may 
play an important role in fish immune response of anti-bacteria. 


Key words: Complement component C9; Ayu; Listonella anguillarum; RT-qPCR; Western blotting 


补体 系统 参与 机 体 防御 与 炎症 反应 , 通过 溶解 2010; Toapanta & Ross, 2006)。 补 体系 统 除 了 作为 先 
病原 体 或 募集 吞 只 细 胞 的 方式 ,清除 大 部 分 病原 ” 天 免疫 与 获得 性 免疫 的 补充 之 外 ,还 调节 组 织 再 生 
体 。 补 体系 统 通过 多 种 途径 调控 免疫 功能 ， 如 炎症 ””(Rutkowski et al, 2010)、 肿 瘤 生 长 (Qu et al, 2009) 以 
细胞 的 趋 化 作用 、 增 强 巨 蜂 细胞 和 嗜 中 性 粒 细胞 的 。” ”及 某 些 病理 状况 ， 如 非典 型 性 溶血 尿毒 症 和 老年 性 
香 噬 作用 、 肥 大 细胞 脱粒 、 调 节 B. T 细胞 的 免疫 。 黄斑 退化 症 等 (Wagner & Frank, 2010)。 与 哺乳 动物 
应 答 和 增强 抗原 免疫 原 性 等 (Dunkelberger & Song, ”类 似 , 鱼 类 的 补体 激活 主要 包括 三 条 途径 : 经 典 途 
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径 (Classical pathway)、 旁 路 途径 (Alternative pathway) 
和 凝集 素 途 径 (Lectin pathway)(Endo et al, 2011; 
Sarmar & Ward，2011) 。 补 体 激 活 的 后 期 成 分 
C5b~C9 形成 膜 攻 击 复合 物 (Membrane attack 
complex, MAC), 可 通过 破坏 病原 体 细 胞 膜 的 完整 
性 致使 细胞 溶解 (Muller-Eberhard, 1986; Fosbrink et 
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术 有 限 公 司 ; HK N- 糖 苷 酶 F (PNGase P) New 
England Biolabs 公司 ; RNAiso Oligotex-dT30<super> 
mRNA Purification Kit, AMV 逆转 录 酶 、MMUuULV 
逆转 录 酶 、Ex Tag DNA 聚合 酶 、100 bp DNA Ladder 
Marker. DNA Ligation Kit Ver.2.0. cDNA Library 
Construction Kit fll SYBR Premix Ex Tag 等 试剂 盒 购 





























al, 2005)。 哺乳 动物 的 补体 成 分 C9 是 一 类 单 链 糖 蛋 
白 ， 糖 链 含 量 占 总 相对 分 子 质量 的 7.8 % (Biesecker 
et al, 1982), BS MEAN Me Th MAC 的 形成 ,是 补体 
系统 激活 并 攻击 破坏 靶 细 胞 的 重要 补体 固有 成 分 。 
近年 来 ， 多 种 鱼 的 C9 研究 已 被 报道 ， 如 河豚 (Fugu 
rubripes)(Yeo et al, 1997). F 鲜 (Paralichthys 
olivaceus)(Katagiri et al, 1999)、 虹 鲜 (Oncorhynchus 
mykiss)(Stanley & Herz, 1987; Tomlinson et al, 1993; 
Chondrou et al, 2006). + fa (Ctenopharyngodon 
idella(Li et al, 2007) 813 4 f&(Danio rerio)(Encinas 
et al, 2010) 等 。 

fi fa(Plecoglossus altivelis) 属 胡瓜 鱼 目 香 鱼 科 ， 
是 东亚 地 区 一 种 小 型 经 济 名 贵 鱼 类 ,在 中 国 沿海 各 
地 均 有 分 布 。 由 于 高 密度 养殖 ,种 质 退 化 等 原因 导 
致 病害 发 生 频 繁 , 其 中 以 鳗 利 斯 顿 氏 菌 (Listonella 
anguillarum)sg 7j |” (Li et al, 2009)。 由 于 香 鱼 对 养 
殖 环境 要 求 较 高 ,， 且 绿色 养殖 已 经 成 为 一 种 趋势 ， 
传统 的 抗生素 等 药物 防治 已 经 越 来 越 不 适应 最 新 
的 养殖 要 求 ， 因 此 ,迫切 需要 深入 研究 香 鱼 免疫 相 
关 基 因 , 来 指导 香 鱼 病害 防治 (Uenobe et al, 2007; 
Chen et al, 2008)。 本 研究 通过 文库 测序 结合 RACE 
的 方法 成 功 获得 了 香 鱼 C9 (aC9) 基 因 的 cDNA 全 序 
列 ,并 分 析 了 其 序列 特征 及 mRNA 的 组 织 表达 特征 ， 
同时 通过 原核 表达 制备 了 小 鼠 抗 aC9 血清 ,并 以 此 
究 了 鳗 利 斯 顿 氏 菌 侵 染 后 香 鱼 血清 中 aC9 的 表达 
变化 ,为 进一步 深入 研究 C9 在 鱼 类 抗 细菌 免疫 中 
B) TERI GE T AER 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 与 试剂 

实验 材料 : 健康 香 鱼 50 Æ, 个 体重 20~25 g, I 
宁波 水 产 大 世界 ; ICR 小 鼠 购 自 宁 波 大 学 医学 院 
实验 动物 中 心 ; 鳗 利 斯 顿 氏 菌 香 鱼 分 离 株 
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自 Takara 公司 ; ECL 化 学 发 光 试 剂 盒 、 显 影 定 影 试 
WA, Pik X-OMAT BT 胶片 和 压 片 暗盒 购 自 匠 云 
天 生物 技术 研究 所 ; 引物 合成 及 序列 测定 由 上 海员 
骏 生 物 工程 公司 完成 ; 其 他 常规 化 学 药剂 均 为 国产 
分 析 纯 。 
1.2 ”样品 制备 

选取 4 尾 健康 香 鱼 , 采集 肝 、 脾 、 肾 、 脑 、 心 、 
E, MA BEAR, WART, HF aco 基因 
mRNA 的 组 织 表达 特征 分 析 。 剩余 的 香 鱼 分 为 实验 
组 和 对 照 组 , 各 23 Fé, 实验 组 每 尾 香 鱼 腹腔 注射 
100 uL 鳗 利 斯 顿 氏 菌 基 液 (1.0x10”CFU/mL PBS), 
对 照 组 每 尾 香 鱼 注 射 100 kL 无 菌 PBS .注射 后 24 h, 
随机 挑选 实验 组 3 尾 进 行 病原 菌 分 离 ， 确 认 接 
种 效果 (Li et al, 2009)。 实 验 组 和 对 照 组 香 鱼 分 别 于 
腹腔 注射 后 4、8、16、24 和 368 取样 , 每 次 3 尾 / 
组 ， 其 中 尾 静脉 抽取 的 血液 于 4 CHE 4 h, 析出 
清 离 心 后 -70 它 保存 ,其余 样品 ， 如 肝 组 织 等 于 
液 氮 保存 。 
1.3” 香 鱼 aC9 基因 cDNA 全 序列 获得 及 序列 分 析 

采用 文库 测序 的 方法 获得 aC9 基因 cDNA 的 部 
分 序列 (Huang et al, 2011), 结合 RACE 方法 扩 增 获 
得 aC9 基 因 cDNA 5- 和 3'- 末 端 序列 ,序列 拼接 后 得 
到 aC9 基因 cDNA 全 序列 。 信 和 号 肽 序列 预测 采用 
SignalP 3.0 在 线 软件 (http://wwwi.cbs.dtu.dk/services/ 
SignalP/), 结构 特征 分 析 采 用 Scanprosite (http:// 
www.expasy.org/tools/scanprosite/) 和 Motifscan 在 线 
程序 —(http//myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif scan), 
多 重 序列 比 对 、 进 化 分 析 和 系统 进化 树 构 建 采用 
MEGA 4.0 (Tamura et al, 2007)。 
14 香 鱼 aC9 基因 mRNA 的 组 织 表 达 特 征 分 析 

组 织 表达 特征 分 析 相 关 的 RNA ER, DNase I 
处 理 和 第 一 链 cDNA 合成 等 方法 详 见 文献 (Huang et 
al, 2011)。 根 据 aC9 基因 cDNA 序列 跨 内 含 子 设 计 
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ayu-H080701、 大 肠 杆 菌 TG1、BL21 pLys E 和 原核 
表达 载体 pPET28a 由 本 实验 室 保 存 。 

试剂 : Gel Extraction Kit 购 自 Omega 公司 ; 39i 
标记 山羊 抗 小 鼠 IgG 购 自 北京 中 山 金桥 生物 技 
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对 扩 增 引物 C9exl0F (5'-CCTGAATTCGAAGGA 
CTGGC-3') fil C9exllR (5-CAGAGAGTTGGCCTG 
TCTTG-3'), 预期 扩 增 片段 长 160 bp。 内 标 采 用 看 家 
基因 B-actin, 扩 增 引物 为 pActin2(+)/pActin2(-), 预 
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期 扩 增 片段 长 234 bp (Huang et al, 2011). PCR 扩 增 
以 合成 的 各 组 织 cDNA 为 模板 , 25 pL 的 反应 体系 如 
F: cDNA 模板 25 ng, 10x Ex PCR 缓冲 液 2.5 uL, 
dNTP 混合 物 (各 2.5 mmol/L) 2 uL, IEA IS] 
物 (10 umol/L)4* 1 uL, Ex Tag DNA 聚合 酶 1.25 U, 
双 蒸 水 补足 25 uL. 94 'C 变 性 2 min JA, 按 以 下 程 
序 进行 28 个 循环 : 94 “CARPE 30 s, 58 CEK 30 s, 
72 CC 延伸 30 s, 循环 结束 后 72 继续 延伸 反应 7 
min. PCR 产物 用 2 % 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 分 离 ， 澳 化 乙 
锭 染色 检测 。 
1.5 与 鳗 利 斯 顿 氏 菌 侵 染 相关 的 香 鱼 肝 组 织 aC9 
基因 mRNA 的 表达 变化 
取 腹 腔 注射 后 不 同时 间 的 香 鱼 肝 组 织 ,检测 

aC9 基因 mRNA 表达 量 的 变化 。 每 一 取样 时 间 点 的 
实验 组 和 对 照 组 鱼 各 3 尾 , 分 别 抽 提 肝 组 织 总 
RNA. RNA 抽 提 、DNase I 处理 和 第 一 链 cDNA 合 

等 方法 同文 献 (Huang et al, 2011)。 实 时 谈 光 定量 
PCR (RT-qPCR) 采 用 25 uL 反应 体系 , 含 SYBR 
Premix Ex Taq (2x) bili 12.5 uL, 1ETRURI SC I8] 5] 
物 (10 pmol/L) 1 uL, 模板 0.5 uL, KEK 10 pL. 
扩 增 反应 在 Stratagene Mx3000P 荧光 定量 PCR 仪 上 
进行 , 94 CARPE 180 s Ja, 按 以 下 程序 进行 40 个 循 
环 : 94 C 305,58 C 30 s, 72 °C 30 s。 为 确保 特异 性 
扩 增 ，PCR 结束 后 对 扩 增 产物 进行 熔 解 曲线 分 析 ， 
流程 为 94 °C 30 s, 72 C 605,95 C 30s。 每 一 个 样 
品 技术 重复 3 次 。 荧 光 定 量 结果 由 程序 MxPro 3.2 
读 取 , 采用 相对 标准 曲线 法 2^ (Livak & 
Schmittgen, 2001) 分 析 相 对 定量 结果 。 
1.6 香 鱼 aC9 的 原核 表达 和 抗 血 清 制 备 

设计 原核 表达 引物 pET-28a-C9()(5-CCATATG 

AGGACCTTCTCTACTGT-3') 和 pET-28a-C9(-)(5'- 
GGGATCCTTAACAGTAATCGTCGCTGC-3), Lh d 
鱼 肝 组 织 cDNA 为 模板 , PCR 扩 增 aC9 基因 全 长 开 
放 阅 读 框架 ， 预 期 大 小 产物 (1 790 bp) 经 1 96 (wiv) 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离 后 ， 切 腕 纯化 。 纯 化 产物 经 
Nde I 和 BamH I 双 酶 切 , 插入 pET-28a 载体 ,获得 
重组 质粒 pET-28a-aC9。 转 化 有 pET-28a-aC9 的 大 
肠 杆菌 BL21 pLys E 经 IPTG 诱导 后 ， SDS-PAGE 
检测 。 预 期 大 小 的 诱导 表达 蛋白 条 带 切 胶 纯化 后 免 
疫 小 鼠 , 制备 抗 血清 (Huang et al, 2011). 
17 ”血清 蛋白 的 去 糖 基 化 
民 据 糖 背 酶 试剂 盒 说 明 ,， 取 目标 蛋白 9 pL( 约 
20 ug), 加 入 10x 糖 蛋白 变性 缓冲 液 1 uL, 100 CŒ 
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性 10 min, 冷却 到 室温 后 ， 加 入 1 uL 的 10xG7 24 
Wi, 1 uL 的 10% NP-40, 1 uL 的 PNGase F (500 
U/uL), 37 反应 1h。 加 入 上 样 缓冲 液 处 理 样品 后 ， 
Western blotting 鉴定 目标 蛋白 电泳 迁移 情况 。 
1.8 蛋白 质 印 迹 

蛋白 样 经 SDS-PAGE 电泳 分 离 后 , 转 NC 膜 后 
用 ECL 化 学 发 光 法 检测 (Huang et al, 2011)。 一 抗 为 
前 所 制备 的 小 鼠 抗 aC9 抗 血 清 ， 二 抗 为 辣 根 过 氧化 
物 酶 标记 山羊 抗 小 鼠 IgG。 
1.9 数据 分 析 

实验 结果 表示 为 平均 值 + 标准 误 , 采用 SPSS 软 
件 (13.0) 中 的 单 因素 方差 分 析 (One-way ANOVA) 进 
行 统计 , P<0.05 为 显著 差异 。 


2 d R 


21 FÉ aC9 基因 cDNA 序列 分 析 
aC9 基因 cDNA 序列 全 长 2 125 KEIR 
(GenBank 登录 号 : FR714486)， 编 码 一 个 由 592 个 
氨基 酸 组 成 .相对 分 子 质量 为 6.56x10 的 前 体 和 蛋白 。 
Bi PEE AN 端 22 个 氨基 酸 为 信号 肽 序列 ,成 熟 肽 
aC9 预测 相对 分 子 质量 为 6.34x10*。 结 构 域 分 析 显 
zs, 该 蛋白 具有 已 知 的 C9 特征 性 的 结构 (Li et al, 
2007; Katagiri et al, 1999; Tomlinson et al, 1993; Yeo 
et al, 1997), 包括 TSP1 (thrombospondin type-1) 结 构 
域 (Asp41~ Asn94). LDLa (low-density lipoprotein 
receptor class A) 结 构 域 (Leu100~Asp135)、MACPF 
(MAC/perforin) 结 构 域 (Vall138~Lys503) 和 EGF-like 
(epidermal growth factor like) 结 构 域 
(Cys522~Cys533)。 多 重 序 列 比 对 发 现 , 鱼 类 和 哺乳 
类 C9 在 蛋白 的 C 端 有 较 大 差异 , 鱼 类 C9 在 此 区 域 
还 具有 另 一 个 TSP1 结构 域 (Lys549~Pro586), 但 哺 
乳 动物 中 没有 (图 1)。 糖 基 化 位 点 预测 揭示 , aC9 序 
列 存在 Y 个 潜在 的 N- 糖 基 化 位 点 (Asn254)。 
氨基 酸 序列 比较 表明 , aC9 与 虹 鳞 co 同一 性 最 
高 ， 达 56.8%, 与 其 它 鱼 类 co 的 同一 性 介 于 
40.9%~53.8% 之 间 , 与 哺乳 动物 C9 的 同一 性 低 于 
32.8%。 系 统 进化 树 分 析 揭 示 , 鱼 类 CO 和 哺乳 动物 
C9 A) all nie, 在 鱼 类 C9 中 , 斑马 鱼 和 草鱼 CO 紧密 
WA, 区 别 于 其 他 鱼 类 C9, aco 与 虹 鲜 Co 的 进化 关 
系 最 近 ( 图 2)。 
2.2 F aC9 基因 mRNA 组 织 表达 特征 
基因 组 DNA 经 DNaseI 处理 后 , PCR 扩 增 aC9 
和 B-actin， 没 有 发 现 明 显 的 条 带 ， 说 明 处 理 后 
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TSP1 


[ OE] 


Plecoglossus alttvelis 508 QNGGSVILIDGSCSCLCTPEFEGL ACQ TLK SDKREPT—~~ -SV TEKGNWACWS ASS SC SAGRRQRSRLCKTGQL~ SGATCLGNPSSDDYC 592 ——] 














Paralichthys olivaceus 470 HNGGTLAMLDGHCNCLC SFL FEGNOCQNFKGDKAQHA-GTRFTV RHEGNWSCWS AVSSCSGGKRTRARNCNTDGL-PDANCRGDTNSDEFC 558 

Takifugu rubripes 498 HNGGTLALLD GHC ICMC SN. FEGLGCQNFKGDKARVP -AAR PAV TQEGNWSCWS SYSNCQGQKRSKTRYCNTEGV- LGAECRGEIRSEEYC 586 

Fundulus heteroclitus 487 QNGGTLALIDGHCICHMCTGQFEGLACQNYRADKA ANQ ACQRFPVLQEGNWSCWGPWSPCSGGKHSRTRRCRTDGLSETVKCRGEAT SEEYC 577 、 
Xiphophorus hellerii 501 HNGGTLALIDGRCICHCPEL FEGLOCQNFK ADKA SHQ-GKKPTP LAEGNWSCWG SWSACSGGERSRTRRCNTDGLGPSVTRKGELT SEDYC 590 Pisi 
Oncorhynchus mpkiss 512 HNGGSLALLDGECLCLCLPQFEGLACQDAK ADNNENTKTP VESVPQECNWSCWA AWSGCSGGKRIRTRSCNTQGL- SDATCRGDIVTEDYC 601 
Ctenopharyngodon idella 566 QNGGTVIQIDGECKCMCLPOSEGVACQ IVDMEMV RGK ——— -SF EQLGNVGCVTPWSPCSGRRRKRTKTCNTRGV- PNG ICKGDTT SEDYC 6 50 

Damio rerio 589 QNGGTYIQIDGQCKCIICLPG SEG V4CQ I 1D MENOINGK —-~~TF EQLGNVGCVS AVSECSGGRKTRSRSCNNRGL-TNGICKGDKTSEDYC 673 —— 

Bos taurus 519 QNGGTVYLLDGECVCSCPRE FHS VACE IKK-—-—-—--—-—--------—--------------— nn 58 — 

Sus scrofa 518 PEVRDSDSAGVIVFVFLPEQ ISGNQL--—-—-—-—--—- 543 

Homo sapiens 514 QNGGTVILIDGECLCACPFKFEG LACE ISKQKIS EGL PALE FPNEK-—————— —----——------——-—--—-—-—-—-— 5% Mammals 
Equus caballus 514 QNGGTVIQIDGQCLCSCP IAFEG LACE TGREKIS ——--—-—----—-— —------—----—--—-—--—-—-—-—--- 547 

Oryctolagus cuniculus 524 QNGGTALLIDGQCLCTCPFIFBGTACEITSKRHLA 一 -一 一 一 一 一 -一 -一 一 -一 -一 一 -一 一 -一 一 -一 一 一 一 557 

Rattus norvegicus 523 QNGGTAILLDGOCMCSCTIKFHG LACE ISKQR--—-—--—-—-------—-—-----——-----—-—--—-—-—-—--- 854 


图 1 一 些 鱼 类 和 哺乳 动物 C9 的 C 末端 区 序列 的 比 对 

Fig.l Multiple alignment of the C-terminal amino acid sequences of fish and mammalian C9 
各 物种 C9 序列 登录 号 分 别 为 : TEfS(FR714486). U[f(NM 001124426). 21 fie 25 77 f8(U87241). Jf (AYA495671). ZFÉE(ABO20963). 5CfR(EF363857). 
斑马 鱼 (BX510649)、 剑 尾 鱼 (HQ714333)、 大 鼠 (U49071)、 牛 (BC105174)、 人 (BC020721)、 马 (U19381)、 免 (NM _001082346) 和 猪 (NM 001097448). 
Accession numbers of sequences used are: Plecoglossus altivelis, FR714486; Oncorhynchus mykiss, NM. 001124426; Takifugu rubripes, U87241; Fundulus 
heteroclitus, AY495671; Paralichthys olivaceus, AB020963; Ctenopharyngodon idella, EF363857; Danio rerio, BX510649; Xiphophorus hellerii, HQ714333; 
Rattus norvegicus, U49071; Bos taurus, BC105174; Homo sapiens, BC020721; Equus caballus, U19381; Oryctolagus cuniculus, NM_001082346; Sus scrofa, 
NM 001097448. 
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位 类 
Oncorhynchus mykiss . 
fish 
Plecoglossus altivelis 
Ctenopharyngodon idella 
Danio rerio 
Rattus norvegicus 
Oryctolagus cuniculus 
Homo sapiens 哺乳 类 
0.1 Equus caballus mammals 
上 
Bos taurus 
Sus scrofa 
图 2 基于 NJ 法 构建 的 动物 C9 蛋白 氨基 酸 序列 系统 进化 树 











Fig.2 Phylogenetic tree of the amino acid sequences of animals C9 using neighbor-joining method 
分 又 处 数值 表示 1 000 次 重复 抽样 所 得 到 的 置信 度 ， 只 显示 置信 度 60 % 以 上 的 数值 ; 标尺 长 度 表明 每 个 位 点 发 生 0.1 次 置换 。 各 物种 C9 序列 登录 号 
详 见 图 1。 
The values at the forks indicate the percentage of trees in which this grouping occurred after bootstrapping the data (1000 replicates; shown only when 76094). 

















The scale bar shows the number of substitutions per site. GenBank Accession numbers of sequences used are listed in Fig.1. 


的 基因 组 DNA 并 不 对 RT-PCR 结果 产生 干扰 (图 
3)。 各 组 织 样品 cDNA 的 PCR 扩 增 结果 表明 ,健康 
香 鱼 acC9 基 因 mRNA 主要 在 肝 组 织 中 表达 , 在 脾 和 
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肠 组 织 中 也 有 一 定量 表达 , 鳃 和 肌肉 中 有 微量 表达 ， 图 3 fh aC9 基因 mRNA 的 组 织 表达 特征 
口 d PEA Fig.3 The mRNA expression pattern of ayu aC9 
而 其 他 组 织 未 扩 增 到 可 见 条 带 (图 3)。 M: 100 bp DNA Ladder Marker, 条 带 从 上 到 下 分 别 为 300、200 和 100 bp; 
2.3” 鳗 利 斯 顿 氏 菌 侵 染 后 肝 组 织 aC9 基因 mRNA 1: 香 鱼 基因 组 DNA (DNase 处理); 2: 无 模板 阴性 对 照 ;3， 肝 ; 4， 脾 ; 
的 表达 变化 5: 肾 ; 6: 脑 ; 7: 心 ; 8: fil; 9: 肌肉; 10: 肠 。 
X. S Sz M: 100 bp DNA Ladder Marker, the three bands marks 300, 200 and 100 bp 


在 所 检测 的 各 组 织 中 ， aC9 基因 的 mRNA 主要 respectively; 1: ayu genomic DNA treated with DNase I; 2: without 


template, negative control; 3: liver; hepatopancreas; 4: spleen; 5: kidney; 6: 


在 肝 中 表达 ， 我 们 随后 FH RT-qPCR 方法 进一步 研 brain; 7: heart; 8: gill; 9: muscle; 10: intestine. 
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图 4 ” 鳗 利 斯 顿 氏 菌 侵 染 后 香 鱼 肝 组 织 aC9 AE [S 
mRNA 的 表达 变化 


Fig.4 Dynamic expression of ayu aC9 mRNA in ayu liver 

















during Listonella anguillarum infection 
*. 显著 性 差异 (Significant differences)(n = 3)(P < 0.05). 


究 与 细 en aC9 基因 mRNA 表达 
量 的 变化 ,结果 表明 , 细菌 感染 4h, aC9 基 因 mRNA 
表达 量 显著 上 调 ， 达到 对 照 组 的 2.65 倍 ，16 h 时 表 
达 量 达到 峰值 ， 为 对 照 组 的 31.97 倍 ， 此 后 表达 量 下 
降 , 但 直到 36 h， 仍 显著 高 于 对 照 组 (19.79 倍 )〈 图 
4)。 
2.4 香 鱼 aC9 的 原核 表达 及 血清 
化 验证 
重组 菌 体 经 IPTG 诱导 表达 、 超 声波 裂解 后 ,在 
SDS-PAGE 分 离 胶 中 观察 到 一 条 相对 分 子 质 量 约 为 
6. 8x10^ 的 诱导 表达 蛋白 条 带 (图 5a), 与 计算 的 aco 
合 蛋白 相对 分 子 质量 吻合 (6.78x10)。 该 蛋白 条 带 
切 胶 纯化 后 免疫 小 鼠 ， 制 备 抗 血清 。 
据 软 件 预测 ，aC9 序列 中 存在 一 个 潜在 的 N- 糖 
基 化 位 点 Asn254. Western blotting 结果 表明 ,血清 
中 的 aC9 成 熟 肽 相对 分 子 质量 约 为 6.76x10”， 比 计 
算 值 大 42x10? 左右 ， m PNGase F 处理 后 ， 相 对 
分 子 质量 转变 为 6.35x10 ,与 计算 值 基本 吻合 。 揭 
示 aC9 存在 翻译 后 N- 糖 基 化 修饰 (图 Sb)。 糖 链 含量 ， 
子 量 的 6.07%。 
2.5 ” 鳗 利 斯 顿 氏 菌 侵 染 后 香 鱼 血清 aC9 的 含量 变化 
用 前 所 制备 的 香 鱼 aC9 多 抗 ，Western blotting 


















































中 成 熟 肽 的 糖 基 
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分 析 鳗 利 斯 顿 氏 菌 侵 染 0、4、8、16、24 和 36h 时 
的 香 鱼 血清 蛋白 样品 (图 6)。 结 果 表 明 , 细菌 侵 染 后 ， 
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图 5 香 色 aC9 基因 的 原核 表达 和 血清 中 成 熟 肽 的 
糖 基 化 验证 


Fig.5 Prokaryotic expression of ayu aC9 and the confirmation 









































of its posttranslational N-glycosylation 

a) SDS-PAGE 检测 香 鱼 aC9 基因 的 原核 表达 , 考 马 斯 亮 蓝 G-250 染色 。 
M: 低 相 对 分 子 质量 标准 蛋白 质 (x 10°); 1: BL21 plysE, IPTG 诱导 ; 2: 

化 有 pET-28a 质粒 的 BL21 plys E, IPTG 诱导 ; 3: 转化 有 pET-28a-aC9 
下 组 质粒 的 BL21 plys E, IPTG 未 诱导 ; 4: 转化 有 pET-28a-aC9 重组 质粒 
‘J BL21 plys E, IPTG 诱导 ; 5: 诱导 和 蛋白 条 带 的 切 胶 纯化 产物 。.b) Western 
bl otting 分 析 验 证 香 鱼 血清 中 aC9 成 熟 肽 的 N- 糖 基 化 , ECL 显影 。1: 香 
[血清 , 未 经 PNGase F 处 理 ; 2: 香 鱼 血清 , 经 PNGase F 处 理 ; 3: 原核 
表达 产物 ; NC: 空白 阴性 对 照 。 
a) SDS-PAGE analysis of prokaryotic expressed ayu aC9, stained by 
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Coomassie brilliant blue G-250. M: protein molecular weight standards (x 
10°); 1: BL21 plys E, induced by IPTG; 2: pET-28a (+)-transformed BL21 
plys E, induced by IPTG; 3: pET-28a-aC9-transformed BL21 plysE, not 
induced by IPTG; 4: pET-28a-aC9-transformed BL21 plys E, induced by 
IPTG; 5: purified recombinant protein. b) The confirmation of 
posttranslational N-glycosylation of aC9 by Western blotting, development 
by ECL. 1: ayu serum, not digested by PNGase F; 2: ayu serum, digested by 
PNGase F; 3: recombinant aC9 produced in E. coli; NC: Negative control. 
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图 6 Western blotting 检测 鳗 利 斯 顿 氏 菌 侵 染 
后 香 鱼 血清 aC9 含量 变化 


Fig.6 Western blotting analysis of ayu serum aC9 content 
































during Listonella anguillarum infection 
a: 各 时 间 点 香 清 中 aC9 的 Western blotting 检测 条 带 aco 的 
Western blotting 条 带 相对 含量 图 示 。*: 显著 性 差异 (n = 2 « 10.05). 
a: Western blotting analysis of ayu serum aC9 at different time post L. 





























anguillarum infection; b: Quantification of the aC9 levels based on the 
Western blotting results shown in a. *: significant differences (n = 3)(P < 0.05). 
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香 鱼 血清 中 的 aC9 含量 持续 增加 ,4h 时 增加 到 正常 
表达 量 的 3.0 倍 , 至 36 h 时 , 达到 正常 表达 量 的 















































5.8 倍 。 
3 W it 
本 文采 用 文库 随机 测序 结合 RACE 的 方法 ， 获 





得 了 香 鱼 补体 成 分 aC9 的 全 长 cDNA 序列 ,序列 分 
HRH, FH ac 具有 已 知 的 C9 特征 性 结构 ， 并且 
鱼 类 C9 HJ C 端 比 哺乳 动物 C9 多 一 个 TSP1 结构 域 
(Tomlinson et al, 1993; Li et al, 2007), 但 动物 C9 序 
列 的 差异 是 否 引 起 功能 上 的 差异 ， 尚 有 待 进一步 下 
究 。 香 鱼 aC9 存在 翻译 后 的 N- 糖 基 化 修饰 ， 这 与 已 
报道 的 哺乳 动物 C9 结果 一 致 Bunkenborg et al, 
2004)。 系统 进 化 树 分 析 表 明 , 鱼 类 CO 和 哺乳 类 CO 
Ay Hl Ma, Fia aco 与 虹 鳞 Co 最 相似 。 

组 织 表 达 特 征 研 究 揭 示 , TERE AA aC9 基因 
mRNA 主要 在 肝 中 表达 , 脾 中 有 一 定量 表达 , 肠 、 
肌肉 和 鳃 中 也 有 少量 表达 ,其 他 组 织 中 未 检测 到 。 
已 知 鱼 类 C9 基因 mRNA 的 组 织 表 达 特 征 有 一 定 差 
异 ， 如 草鱼 在 血液 、 肌 肉 、 表 皮 、 上 肠 、 胸 腺 、 鳃 、 




































































































































































































































































































































































是 养殖 香 鱼 弧 菌 病 的 主要 病原 之 一 。 因 此 ， 有 必要 
对 鳗 利 斯 顿 氏 菌 侵 染 后 香 鱼 的 免疫 反应 进行 研究 。 

补体 是 鱼 类 免疫 防御 系统 的 重要 组 成 成 分 , C9 参与 
形成 靶 细 胞 表面 攻 膜 复合 物 (MAC)， 导 致 丢 细 胞 溶 
解 。 本 文 研究 表明 , 鳗 利 斯 顿 氏 菌 侵 染 后 ， 肝 组 织 
中 aC9 基因 mRNA 显著 增加 , 16 h 时 达到 峰值 ,到 
36 h 仍 显著 高 于 对 照 组 ， 揭 示 肝 组 织 大 量 合成 aC9。 
近期 研究 表明 ,草鱼 注射 接种 柱状 黄 杆 菌 (F 
columnare) 1 d 后 ， 肝 组 织 C9 基因 mRNA 表达 量 显 
著 上 调 (Li et al, 2007); 患 病毒 性 出 血性 败血症 的 
DEY ai CO 基因 mRNA 表达 量 上 调 15.33 
fii (Encinas et al, 2010)， 与 我 们 的 结果 吻合 。 香 鱼 
aC9 基因 mRNA 的 表达 模式 与 大 部 分 肝 内 表达 的 急 
性 期 反应 蛋白 (acute phase protein, APP) 相似 
(Witzel-Schlomp et al, 2001; Shi et al, 2010; Huang et 
al，2011)。 人 免疫 印迹 研究 表明 , 细菌 侵 染 后 短期 内 ， 
香 鱼 血清 aC9 的 含量 即 显著 增加 ， 揭 示 它 是 一 种 
APP。 动 物 APPs 的 种 类 繁多 ,结构 和 功能 多 利 
多 样 , 它们 相互 协调 以 去 除 炎 症 刺激 物 、 弱 化 局 
部 炎症 和 促进 组 织 修复 和 再 生 , 从 而 使 机 体 回 
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脾 、 肾 、 肝 、 脑 、 心 和 头 肾 等 12 个 组 织 中 均 有 表 









































达 (Li et al, 2007)， 而 虹 鳞 则 在 脑 、 肠 、 肾 、 肝 和 脾 
组 织 中 表达 (Chondrou et al, 2006)。 
鱼 由 于 其 经 济 价 值 ， 近 年 来 在 中 国 的 养殖 面 







































































复 到 内 稳 态 (Gerwick et al, 2002)。 

综 上 所 述 ， 本文 报道 了 香 鱼 补体 成 分 aco 基因 
的 cDNA 全 序列 , 并 对 其 在 肝 中 的 表达 量变 化 与 鳗 
利 斯 顿 氏 菌 侵 当 过程 进行 了 相关 研究 ,为 鱼 类 抗 组 
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摘要 : Tbx3 WAE KEARE IERI, (EIGEN BIER A EYED. AMC bebe T. VS EUR IE Ay 
Tbx3 基因 (4bTbx3)cDNA 的 全 长 序列 , 该 cDNA 全 长 2 908 bp,， 包 含 一 个 2 166 bp 的 开放 阅读 框 ， 编 码 721 AP 4C 
基 酸 的 多 肽 。 分 析 表 明 : AbTbx3 和 人 Tbx3 的 T-box 结构 域 蛋 白 序 列 同 源 性 达到 95.2%， 三 维 结构 也 具有 高 度 的 
相似 性 。 系 统 进化 分 析 表 明 : AbTbx3 与 其 他 物种 的 Tbx3 聚 为 一 支 ， 并 在 一 个 大 的 分 支 上 与 Tbx2 RK. FEE 
RT-PCR 显示 ，Ab7Tbx3 基因 从 西伯 利 亚 姆 囊 胚 早期 即 开 始 表达 ， 且 随 着 发 育 表达 渐 强 ， 至 尾 芽 早 期 表达 量 达到 最 
大 ， 随 后 稍 有 下 降 ;， 在 成 体 的 眼 、 上 服 肠 、 胸 鳍 和 腹鳍 中 有 表达 ， 在 肝 、 血 液 、 心 脏 、 肾 和 肌肉 中 均 未 检测 
到 其 表达 。 整 体 原 位 杂交 表明 ， 在 37 期 和 43 期 仔鱼 的 耳 泡 、 后 脑 、 松 果 体 和 后 部 状 索 中 表达 量 较 高 ， 同 时 在 背 
鱼 芽 中 也 有 表达 。 综 上 结果 表明 : 西伯 利 亚 印 Tbx3 与 人 Tbx3 在 结构 上 高 度 同 源 ， 在 胚胎 、 仔 鱼 和 成 体 中 呈 时 空 
特异 性 表达 。 


关键 词 ， VON, 软骨 硬 鳞 鱼 ; Tbx3; 结构 ; 表达 
中 图 分 类 号 : Q349; Q959.463; Q786 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2012)02-0158-07 
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Cloning and expression of Tbx3 gene in Siberian 
sturgeon, Acipenser baerii 


ZHANG Hao!”, FAN Chun-Xin'?, SONG Jia-Kun'^* 


(1. Institute for Marine Biosystem and Neurosciences, Institutes for Marine Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai | 201306, China; 
2. College of Fishery and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai | 201306, China) 


Abstract: Tbx3, a member of the TBX2 subfamily of T-box gene family, encodes a transcription factor with a highly 
conserved DNA-binding domain, which called T-domain. Tbx3 is involved in morphogenesis and organogenesis in 
vertebrates, such as limb development, heart remodeling, and neural placode differentiation. In the present study, a 
full-length 2 908 bp Tbx3 cDNA from Acipenser baerii (AbTbx3) was obtained using RT-PCR and RACE technique, 
which includes a 2 166 bp complete open reading frame encoding a putative peptide of 721 amino acids. AbTbx3 shares 
73.5% identity with its human homolog. Particularly, the DNA-binding domain of AbTbx3 shared 95.2% identity with 
human Tbx3. Phylogenetic analysis revealed that AbTbx3 was grouped with Tbx3s in other vertebrates, which were 
clustered with Tbx2s and separated from Tbx4/5s. The predicted secondary and three-dimensional structures of the 
T-domain of AbTbx3 were remarkably similar to human Tbx3. Through semi-quantity RT-PCR, the expression of AbTbx3 
was first detected at blastula stage during Siberian sturgeon embryonic development, increased gradually, reached its peak 
at early tail-bud stage and then decreased slightly. In adult sturgeon, AbTbx3 was strongly expressed in eye, brain, gill, 
intestines, pectoral fin and pelvic fin, but not in liver, blood, heart, kidney and muscle. The whole mount in situ 
hybridization showed that AbTbx3 was mainly expressed in the otic vesicle, hindbrain, dorsal notochord, pineal organ and 
dorsal fin bud in the larvae of stage 37 and 43. 


Key words: Acipenser baerii; Chondrostei; Tbx3; Structure; Expression 

















早 在 1927 4E, Branchyury (T) 基 因 就 在 短 尾 突 1927), 而 Herrmann et al (1990) 对 该 基因 进行 了 克 
变 体 小 鼠 中 完成 定位 (Dobrovolskaia- Zavadskaia, 隆 ， 并 发 现 该 基因 为 一 全 新 的 转录 因子 ,将 其 命名 
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为 T-box (Tpbx) 基 因 。 后 来 相继 在 果 蝇 、 人 、 线 虫 、 
斑马 鱼 和 爪 蟾 中 发 现 多 个 同 源 基 因 , 它们 共同 组 成 
了 T-box 基因 家 族 (Papaioannou & Silver, 1998). 
T-box 蛋白 是 一 类 重要 的 转录 因子 ， 具 有 一 个 约 180 
个 保守 和 氨基酸 残 基 的 T-box 结构 域 (T-domain)。 
T-domain 一 方面 可 结合 特异 的 DNA 序列 及 形成 二 
聚 体 (Minguillon & Logan, 2003), 同时 还 具有 一 个 
转录 调控 结构 域 , 用 以 激活 或 抑制 下 游 基 因 的 表达 
(Conlon et al, 2001). T-box 基因 主要 在 形体 模式 、 
组 织 分 化 和 器 官 形成 中 发 挥 作用 (Wilson & Conlon, 
2002)。 人 类 T-box 基因 的 异常 会 导致 一 系列 发 育 疾 
病 ， 如 腾 - 心 - 面 综合 征 CMerscher et al, 2001), Ù- 
肢 综合 征 (Bruneau et al, 2001) 和 尺骨 -乳腺 综合 征 
(Jerome-Majewska et al, 2005). 

Tbx3 基因 属于 T-box 家 族 的 TBX2 亚 家 族 
(Agulnik et al, 1996) 。 祖 先 基 因 Tbx2/3/4/5 通过 基 
因 倍 增 和 变异 首先 产生 Tbx2/Tbx3 和 Tbx4/Tbx5, ifi 
后 进一步 分 化 形成 Thx2. Thx3. Tbx4 和 Tbx5 四 个 
基因 (Wilson & Conlon, 2002)。 据 推测 ， 这 四 个 基因 
分 歧 的 时 间 应 在 有 颌 动物 起 源 之 前 (Horton et al, 
2008). Tbx3 主要 参与 早期 发 育 过 程 中 的 肢体 、 心 
脏 和 乳腺 等 器 官 的 形成 (Mesbah et al, 2008; Suziki 
et al，2004)， 同 时 还 在 头 部 神经 基板 的 分 化 过 程 中 
发 挥 着 重要 作用 (Takabatake et al, 2002)。 在 爪 蟾 和 
少 点 猫 小 中 , Tbx3 EHW, ARATE ATL pi a 
感觉 器 官 以 及 头 部 神经 节 中 表达 (ONeill et al., 
2007; Schlosser & Ahrens, 2004). Tbx3 在 成 体 组 织 
rp I de BEN OE FEAT BE >, TS ol; PS Jes Jc nn 
Tbx3 有 极 弱 的 表达 (Takabatake et al, 2002), 小 鼠 的 
下 丘脑 和 延髓 中 检测 到 了 Tbx3 的 表达 (Eriksson & 
Mignot, 2009)。 

乌 形 目 鱼 类 属 软骨 硬 鳞 鱼 ， 有 “水 中 活化 石 ” 

之 称 ,对 研究 交 椎 动物 的 起 源 和 进化 具有 重要 意 
义 。 目 前 关于 乌 形 目 Tbx3 基因 的 研究 尚未 见报 道 ， 
本 研究 以 西伯 利 亚 乌 (4cipenser baeri) Jy KIRA EH, 
克隆 了 西伯 利 亚 鲜 Tbx3 基因 的 cDNA 全 长 ,， 并 对 其 
在 胚胎 、 仔鱼 和 成 体 各 组 织 中 进行 了 时 空 表 达 分 析 ， 
为 揭示 Tbx3 基因 在 西伯 利 亚 鲁 器 官 形 成 及 成 体 中 
的 作用 奠定 了 基础 。 


1 材料 与 方法 


1. 胚胎 采集 
PEA Al MD f& (Acipenser baeri) S Jii NK A KE 
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永 新 印 鱼 开发 有 限 公 司 , 在 实验 室 维 持 水 温 于 
15.5—18 C, 溶解 氧 7.0~8.0 mg/L, pH 6.5~7.5 进 
fT ESEZE(Song et al, 2010)。 分 别 收集 37 期 和 43 
期 的 胚胎 (分 期 方法 参照 Gibbs & Northcutt, 2004), 

部 分 浸没 于 天 根 公 司 的 RNA 样品 储存 液 用 于 
RNA 提取 ; 535—394) H] 496 XE HH E(PFA) T- 4 'C [i] 
定 过 夜 后 ,并 最 终 置 于 纯 甲 醇 中 。 以 上 两 种 样品 都 
保存 于 -80 C. 
1.2 AARTE Tbx3 基因 cDNA 片段 的 克隆 

在 无 核 酶 条 件 下 ,用 天 根 公 司 的 RNA 提取 试 
MEN A PE A IR LS. RNA。 利 用 反 转 录 系 
统 (Promega)， 以 总 RNA 为 模板 ，oligo (dT) 为 引物 ， 
T 42 CC 孵育 1 h， 反 转录 合成 cDNA。 用 DNAStar 
中 的 MegAlign 对 多 个 相近 物种 的 Tbx3 蛋白 序列 进 
行 同 源 性 比 对 ， 找 出 保守 结构 域 ， 并 用 Primer 5.0 
在 保守 结构 域 对 应 的 DNA. 序列 内 设计 简 并 引物 
AbTbx3-F 和 4bTbx3-R( 表 1)。 使 用 Promega 公司 的 
GO-Taq DNA 聚合 酶 ， 以 反 转 录 所 得 cDNA 为 模板 ， 
加 入 引物 AbTbx3-F Fl AbTbx3-R 进行 PCR 反应 。 
程序 为 : 于 95 'C 预 变性 2 min， 再 经 过 35 个 循环 的 
扩 增 (95 C, 30 s; 53.6 C, 30 s; 72 °C, 1 min)， 最 后 
T 72 延伸 7min。 所 得 PCR 产物 用 1% 的 琼脂 糖 
凝 胶 电 泳 检 测 ， 并 用 胶 回 收 试剂 盒 OMEGA) 纯 化 
目的 片段 , 然后 连 入 pGEM-T 载体 (Promega) 并 转化 
TOP10 感受 态 ( 天 根 )。 所 得 菌落 经 过 蓝 白斑 筛选 和 
PCR 鉴定 后 , 送 至 上 海 生 工 生 物 技 术 有 限 公司 进行 
序列 测定 。 
表 1 本 实验 所 使 用 的 引物 序列 


Tab.1 Primer sequences used in the experiment 
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退火 温度 CC 
引物 名 称 引物 序列 mnm 
. k T Annealing 
Primer name Primer sequence (5'-3') 
temperature 
AbTbx3-F TBATCACMAAATCNGGRAGG 
53.6 
AbTbx3-R ACDACTTTDGACATCCAYTGYTC 
Abfi-actin-F TTCTTGGGTATGGAATCCTGCG 
60 
Abfi-actin-R TACAGGTCCTTACGGATGTCAACG 
RT-AbTbx3-F TCAGCGGGTGTTAGCACGATGG 
60 
RT-AbTbx3-R GCGTTCAGAAAAGGGTGGCGATG 
AbTbx3-GSP1 TGGTATGCAGTCACGGCGATGAAGTC 68 
AbTbx3-GSP2 | GGCTGATCCTGAAATGCCCAAGCG 68 


1.3 AARTE Tbx3 基因 cDNA 全 长 的 克隆 
目的 片段 测序 鉴定 为 Tbx3 基因 后 , 在 该 序列 

内 部 分 别 设 计 5-RACE 和 3'-RACE 基因 特异 性 引物 

AbTbx3-GSP1 和 AbTbx3-GSP2CK 1). TH] RACE 
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试剂 盒 (Clontecm) 以 新 鲜 提 取 的 总 RNA 合成 
5-RACE 和 3-RACE 的 cDNA 作为 模板 , 分 别 用 特 
异性 引物 配合 RACE 试剂 盒 中 的 通用 引物 (UPMD)， 
利用 Advantage 2 PCR 试剂 盒 (Clontech) 进 行 扩 增 ， 
克隆 西伯 利 亚 印 Tbx3 CDNA 的 $ 末 端 和 3' 末 端 。 反 
应 程序 为 : 先 以 94 C, 30 s; 72 °C, 3 min 进行 5 个 
循环 ; FELL 94 °C, 30 s; 70 C, 30 s, 72 °C, 3 min 进行 
5 个 循环 ; 最 后 以 94 °C, 30 s; 68 C, 30 s; 72 0, 3 
min 进行 20 个 循环 。PCR 产物 的 鉴定 和 测序 方法 
同 前 , 最 后 将 Tbx3 cDNA 的 $ 末 端 和 3 末端 与 前 面 
所 得 的 片段 进行 拼接 ,得 到 全 长 cDNA 序列 。 
14 生物 信息 学 分 析 

将 所 得 cDNA 序列 用 NCBI 网 站 的 BLAST 工 
H- GenBank 数据 库 中 的 序列 进行 同 源 比 对 ; 然后 
利用 DNASTAR 的 EditSeq 模块 分 析 cDNA 序列 的 
读 码 框 ,推测 氨基 酸 序 列 的 性 质 。 序 列 同 源 性 比 对 
采用 MEGA4.0 软件 中 Clustal W 模块 进行 ， 再 以 邻 
接 法 (Neighbor-Jorning，NJ) 构 建 T-box 基因 的 系统 
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PBS-Tween 溶液 (PBST) 配 制 10096. 7596. 5094 
25% 的 甲醇 溶液 ] 复 水 至 PBST; 然后 用 蛋白 酶 K (20 
ug/mL) T: 37 CHAE 30 min; 用 含 2 mg/mL 甘氨酸 
溶液 洗涤 仔鱼 10 min; 再 经 4% PFA 于 室温 固定 20 
min, 用 三 乙醇 胺 (100 mmol/L, pH 8.0) 新 鲜 配 制 的 
0.25% 乙 酸 栈 溶液 于 室温 乙酰 化 处 理 60 min; 最 后 
用 PBST 洗涤 3 次 , 每 次 5 min. 将 仔鱼 转 至 杂交 液 
[50% 去 离子 甲 酰胺 ; 5xSSC (pH 7.0); 0.196 
Tween20; 500 mg/mL 酵母 tRNA; 100 ug/mL 肝素 ] 
中 于 55 'C 预 杂交 3 h; Mig ADTbx3 B X RNA 探 针 
进行 2500 售 稀释 后 加 入 新 配制 的 杂交 液 中 , T 55 
‘CARAS 12 一 16 h。 为 洗 去 非特 异性 结合 的 探 针 ， 杂 
交 后 的 仔鱼 先 经 一 系列 由 2XSSC 梯度 稀释 的 杂交 
液 (分 别 含 100%、75%、50%、25% 的 杂交 液 和 100% 
的 2XSSC) 于 55 CHITI, 分 别 洗 10 min; 然后 
于 55 CHY 0.2XSSC 中 洗涤 2 次 , 每 次 30 min; 再 
经 一 系列 由 PBST 梯度 稀释 的 0.2XSSC( 分 别 含 
75%、50%、25% 的 0.2XSSC 和 100% 的 PBST) 






















































































































































































进化 树 ， 以 斑马 鱼 Tbx15 作为 外 类 群 , 通过 自 引导 
检验 (bootstrap) 获 得 系统 分 支 的 置信 度 (重复 1 000 
次 )。 采 用 NCBI 网 站 的 BLASTP 工具 确定 Tbx3 的 
工 Domain， 再 利用 SWISS-MODEL (SIB) *J &j f& 
Tbx3 基因 的 工 domain 进行 三 维 结构 预测 。 
1.5 RT-PCR 半 定 量 分 析 

提取 8 期 、10 期 、18 期 、20 期 、22 期 、24 期 、 
26 期 、29 期 、30 期 和 32 WRA, UKTE 
饲养 2 d 成 鱼 的 眼 、 脑 、 鳃 、 肝 、 肠 、 胸 鳍 、 腹 鱼 、 
血 、 心 脏 、 肾 脏 和 肌肉 11 种 组 织 的 总 RNA, 分 别 
] 反 转录 系统 合成 cDNA 模板 (方法 同上 ), 采用 西 
HAN fit B-actin 作为 内 参 基因 进行 RT-PCR, PK 
特异 性 引物 和 内 参 基 因 见 表 1。 反 应 体系 均 为 20 
uL: 其 中 5xGO Taq reaction buffer 4 uL, MgCl; (25 
mmol/L) 1.5 uL, dNTP Mix 0.4 nbL， 上 下 游 引 物 分 别 
为 1 kL, cDNA 模板 1 uL; GO-Taq DNA polymerase 
0.1 pL; 用 去 离子 水 补足 。 反 应 程序 为 : 95 'C,2 min 
预 变 性 ; 28 个 循环 : 95 °C, 305; 60 °C, 30s; 72 C, 30 
s. PCR 产物 经 1.596 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 分 析 。 
16 整体 原 位 杂交 

依据 Roche 公司 的 说 明 书 采用 体外 转录 法 合成 
AbTbx3 基因 的 反 义 探 针 。 为 保证 无 核 酶 污染 ， 所 有 
配制 溶液 用 的 水 都 经 过 0.1% 焦炭 酸 二 乙 酯 (DEPC) 
处 理 , 玻璃 容器 经 180 高 温 烘 烧 8 h 以 上 。 首 先 
将 保存 于 纯 甲 醇 中 的 锤 鱼 仔鱼 经 梯度 甲醇 [用 
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室温 下 洗涤 , 各 洗 10 min。 用 封闭 缓冲 液 PBST 配 
制 的 1967 ^F E EATER Gu EPIRI 3 h; 
然后 经 anti-DIG alkaline phosphatase conjugated 抗 
AAR T P] E PC 1 : 8 000 进行 稀释 ) 于 4 °C 
PRR AWA; 再 经 过 显 色 缓 冲 液 L[100 mmol/L NaCl; 
100 mmol/L Tris-HCl (pH 9.5); 50 mmol/L MgCl; 
0.1% Tween-20; 1 mmol/L. 左旋 咪唑 ] 室 温 洗 涤 3 次 ; 
最 后 在 含 4.5 hg/mL NBT 和 3.5 hg/mL BCIP 的 显 
色 绥 冲 液 中 进行 显 色 反 应 。 显 色 完 成 后 转 入 PBS 
(pH5.0) 中 终止 反应 , 在 4% PFA 中 国定 10 min 后 转 
入 甘油 中 进行 拍照 。 


2 结 R 


2.4 AREER Tbx3 的 序列 和 系统 进化 分 析 

我 们 通过 同 源 克 隆 得 到 西伯 利 亚 每 Tbx3 基因 
236 bp 的 cDNA 片段 , 然后 根据 获得 的 序列 设计 特 
异性 引物 , 利用 RACE 技术 得 到 一 条 全 长 2 908 bp 
的 EDNA( 图 1)。 利 用 NCBI 网 站 的 BLAST 工具 比 
对 发 现 该 序列 与 斑马 鱼 Tbx3b 同 源 性 最 高 ， 因 此 ， 
我 们 将 该 序列 命名 为 4bTbx3， 并 将 该 序列 提交 
GenBank( 登 记号 : ADW77637)。 此 序列 包含 长 2166 
bp 的 开放 阅读 框 ,可 编码 721 个 氨基 酸 的 和 蛋白质 ， 
推测 该 蛋白 质 相 对 分 子 质量 约 为 7.35X10 , 等 电 点 
为 7.88， 其 5- 非 翻译 区 (UTR) 长 584 bp， 其 中 没有 
起 始 密 码 子 (ATG); 3-UTR K 158 bp， 具 有 一 个 加 尾 
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2 期 


17 

47 

77 
107 
137 
167 
197 
227 
257 
287 
317 
347 


377 
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GCGGGGACACAAGCGCAGGGAAAATCTTAGTGTTGAGGTTTCGCCTTCTCTCTCTCCTTTCACTGGAGACTGACTCTCTCTTCTTTATTC 90 
GTGTGCAGGGAAAGATACGAATTGTTCTACATAAGCGACGCATCTCAAAAGATCTACTGCTACAAACATTTTGTGCAAGGAGATAAAAAA 180 
AGGCATACCCTTTTTTAAGGAAAAAATACCGAACTACATTCCTCTGGCTTCCCTGTACGCACATTCTTGACATATATATTGGCCATGCGA 270 
CAAGAAGAAAAGTAACCGTATTTGACTTAAAGAAAAACGGGCGCTTTCAATGCACAACGCGGAGAGAGAACGGGATCACATTTCTCATTT 360 
TGATTTTCTGATTTTTTTTGAGGGATAAACAAATATAAATAAATAAAAAAAAAGGTTCCTTACCTTGCCAGCTGATAGTCTTACTGGGAT 450 
AAGTCTTGGGTTTGACACTTGCAAGCCTTAAAACTTTTTTCCTTGGTGAAAGAAAATGTGCTACTAAAGGAGGCATTGATCGAATAAAAC 540 
CACACACAAANTAABCAACATCTGGAGCTTCGTTGGTGGAGTGGATGAATTTACCGATGATAGATCCAGTTTTTCCAGGAACGAGTATGG 630 

A MA 
CATATCATCCATTTTTATCTCACCGGGCGCCGGACTTTGCAATGAGTGCTATGTTGGGGCACCAGCATTCCTTTTTCCCGGCCCTTGCGT 720 
zt B 5» Fb H NW E.A 85 B F AM BBM Ee Bee ee PPS 5 5ÀASPb 
TGCCCCCGAACGGTGCTGCGGCGCTCTCCCTCCCGGGAGCCCTGGGCAAGCCCATTATGGATCAGCTGGTTGGCGCTGCGGAGACCGGCC 810 
"WV 9» Ww uM AMAA 5» Mas F x90 7 9.57 "895b 
TGCACTTCTCTTCTCTGGGTCACCAGGCTGCTGCCGCCCATCTCAGGCCTCTCAAAACCCTGGAGCCAGAAGAAGAGGTTGAAGATGACC | 900 
8B V" @ 2 b U B Q.À A.M A.U b EF ER ESR TER EF 8 BB 
CCAAAGTCCACCTGGAATCTAAGGAGCTTTGGGAGCAGTTTCACAAGCGCGGTACTGAAATGGTTATCACAAAATCAGGAAGACGAATGT 990 
R S B & E B KR BM B& W B jj P E ER RÀ D." BOUM wv E ee oe 8 NN B B EF 
TCCCTCCGTTTAAAGTGAGGTGCACTGGTTTGGATAAAAAAGCCAAGTATATTTTGTTGATGGATATCGTTGCGGCCGACGACTGCAGGT 1080 
P» OO Poe. Oe | Be, Bee 7| Bà N JM jj " à Ba "wu 8.3 
ACAAATTCCACAACTCTCGCTGGATGGTAGCCGGCAAGGCTGATCCTGAAATGCCCAAGCGAATGTACATTCACCCGGACAGCCCGGCCA 1170 
KE 7" 0 Ww 68 8 uva os 2 5325 7 & Bus gu a0» Aa 
CTGGAGAGCAATGGATGTCCAAGGTTGTCAATTTTCACAAACTTAAACTGACAAACAACATCTCCGATAAGCATGGATTTACGATTCTTA 1260 
G E E wu. Ru ww DO v 7510131 037 1:V ^71 41 1 4 y 
ACTCCATGCACAAATACCAGCCCAGGTTTCACGTTGTGAGGGCCAACGATATTTTAAAGCTTCCGTACAGTACTTTTCGGACTTATGTAT 1350 
BN E.M E 39 Fa P.H V M B. M 3 b Eb RB FT BEY S 9 E V: P 
TCCCAGAAACCGACTTCATCGCCGTGACTGCATACCAGAACGATAAGATAACTCAATTAAAAATTGACCACAATCCCTTTGCCAAGGGTT 1440 
Fu y 8 FF 9 AT Ce o wM wa ux 2g 9 8 5» € 3» 74 BuU OS aX o P 
TTCGTGACACGGGCAACGGCAGAAGGGAGAAGAGGAAACAGTTGGCCTTGCAGTCCATGAGATCCTATGAAGAGCACCAGAAAAAAGACA 1530 
BR 0 2 2 Pe KS 8 8. 8.8. Bess M7 94.0 VR See. Se a 
ACGTGACATCGGACGAGTCCTCCAGCGAGCAAGCGACCTTCAAATGCTTTGGTCAGGCCTTGTCCCCGGCTGTGTCGACTCTGAAAGACC 1620 
V 9"? B D E 85 8 8 E GQ A *" F K C F 989 OQ ÀA b 8 P AV B 8h K D L 








437 
467 
497 
527 
557 
587 
617 
647 
677 


707 


$ P ILDDPBPKVDECHRBPPNKETYVPLTVQTDSS 
TGCATCATTTTGGATTTCCACCTGGTTTGGCTGGACAACAGTTTTTTAACCCTCTGAGTGCTACGC 2070 
A HLSQGHMHHFOGFPPGLAGOQOFFNPLSIATIH 
ACCCATTTCTCTTGCACCCAAGTCAGTTTAACATGGGCGGCGCATTTTCTAACATGGCTGCTGCAGGCATAGGCCCCTTGTTGGCAGCTG 2160 
St 6.6. 619 8Àà FWXx5bDPATSENXAAAR s; :095 95.54 RY 
TTTCGTCAGCGGGTGTTAGCACGATGGAGACCGCTAGCATCGCCTCCTCAGCCCAAGGACTGACTGCCACCTCTTCACTCCCCTTCCACT 2250 
SBA CVE FES TARTAR EAT CR PKR C BOSS SE TD 
TACAGCAGCATGTACTGGCTTCACAGGGTCTGGCAATGTCACCATTCGGGAGCCTTTTCCCTTATCCGTACACCTACATGGCAGCAGCTG 2340 
4 Q EV hA4 Gehan es Pp F¢ 6.8 F PY Pe ee eA AA 
CAGCTGCCTCGGCCTTTTCAGCAGCGTCGTCCTCTGTGCATCGCCACCCTTTTCTGAACGCAGTGCGCCCCCGTTTCCGGTACAGCCCTT 2430 
BBS AY SAASS OS SvVESMBEPFYFEMNMASNYVSESPRFARYETSbPIXE 
ACTCCATCCCCATGGGTCTACCGGACAGCAGCACCCTCCTTACCACGGCACTACACACTATGGGCAACAGCGCAGGAGAGCCCAAGCCGA 2520 
$ IPMÓLSDSS?TLL? TALES? .MSNSASS»XxS»PS 
GCAACATGGCAACCAGTCCGGTCTCTGCAGCTATGGACTCGGCCTCTGAGGTCAACAGCAGGTCCTCCGCTATATCTTTAGGATCGGTCT 2610 
WM RR. PPAR R4WSs5AMsAYNERSXSS 4154599555 
CCCTTTCTCCAAAAT " TGCAAAACATC 'AAACAGGA 2700 
LSPKWAQKRSRPTNCGCKTSNANWSADLITILNImIS 
CAGATCAAGAAGCGGGTCTCCA: CTGAAAGATAACTAACTAATTAAAAGGAGTTCCGTCTCCAGCTA 2790 
DQEAGLHREGGEIXMINIHH * 
AGGCGGGTTTGGTTTTTTGCAGATCTATCAAACCAATCTTTTCAATGCACTTTGTTTACAATAAATAAGTACATAAATAAATAAATACTA 288 
2908 


























图 1 西伯 利 亚 印 Tbx3 基因 cDNA 全 长 及 推测 的 氨基 酸 序列 



































Fig. 1 The nucleotide and deduced amino acid sequence of sturgeon Acipenser baerii Tbx3 cDNA 
GenBank 编号 为 ADW77637。 实 线 矩 形 框 代 表 5-UTR 的 终止 密码 子 , 星 号 代表 终止 密码 子 ， 虚线 矩 形 框 表示 cDNA 的 加 尾 信号 。 单 实 线 、 虚 线 和 双 





实 线 标 记 的 氨基 酸 序列 分 别 为 T-box 结构 域 (T-domain)、 核 定位 信号 和 转录 激活 
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161 


Accession number in GenBank: ADW77637. The stop codon in 5'-UTR region is depicted on rectangle box. The asterisk represents the stop codon of ORF. The 


polyadenylation signal is depicted on dashed rectangular box. T-box domain (T-domain), nuclear localization signal and transcriptional activation domain of 


AbTbx3 are showed by full line, dotted line and doubled solid lines, respectively. 


信号 ATTAAA, 且 其 后 有 一 段 多 聚 腺 嘻哈 序列 。 2.2 AbTbx3 的 二 级 和 三 级 结构 预测 

为 确定 AbTbx3 在 T-box 家 族 中 的 进化 地 位 ,我 AbTbx3 与 人 Tbx3 具有 较 高 的 同 源 
们 选取 人 、 小 鼠 、 猪 、 鸭 嘴 兽 、 鸡 、 爪 蟾 、 斑 马 鱼 、 73.5%。AbTbx3 序列 的 105—292 位 为 工 domain， 与 
Fy OR A PAA HY) T-box 蛋白 家 族 的 序列 ,以 班 人 Tbx3 的 T-domain 同 源 性 达到 95.2%. 
马 鱼 的 转录 因子 Tbx15 作为 外 类 群 , 利用 MEGA4 ” 核心 区 序列 为 KLTNN; 334—357 为 核定 位 信和 号 ， 











软件 以 邻接 法 构建 T-box 家 族 的 系统 进化 树 (图 2). 





















































与 Tbx2 #44), H. Tbx2 和 Tbx3 又 一 起 作为 一 个 构 预 测 ， 结果 显示 : AbTbx3 转录 因子 的 


大 的 分 支 与 Tbx4 和 Tbx5 构成 的 分 支 相 分 离 , 并 且 ”包含 6 个 a 螺旋 和 16 个 B 折 县 ， 且 西伯 利 
AbTbx3 与 斑马 鱼 Tbx3 呈现 最 近 的 亲缘 关系 , 共处 


于 同一 分 文 。 


性 ,达到 


T-doman 


358—442 为 转录 激活 区 (图 1)。 利 用 SWISS-MODEL 
结果 表明 : AbTbx3 与 其 它 几 种 Tbx3 聚 为 一 支 , 而 (SIB) 对 AbTbx3 的 T-domain 进行 二 级 结构 和 三 维 结 





LH 


T-domain 














的 相似 度 达 到 95%( 图 3). 


(Vf Tbx3 





AY T-domain 5 X Tbx3 的 Tdomain 两 者 在 三 维 结构 
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100 Ya Homo sapiens 2.3 AbTbx3 É&E|TEPUIB TUNE SER BG AS ZB R rn H 













77 Tbx3 Mus musculus e ER 
Tbx3 Gallus gallus Ae 分 析 
Tbx3 Xenopus laevis 为 了 确定 AbTbx3 XE ZE DG A RE SG "E T 





Tbx3 Acipenser baerii 


Tbx3 Danio rerio 和 成 体 各 组 织 中 的 作用 , 我 们 利用 RT-PCR 分 析 


Tbx2 Danio rerio 


Tbx2 Xenopus laevis AbTbx3 dk 在 西伯 利 亚 fS RS RR RU 成 体 各 组 织 中 的 
9 Tbx2 Gallus gallus 


i Tbx2 Mus musculus 相对 表达 情况 (图 4)。 我 们 发 现 AbTbx3 ERREA 
J| ARS 阶段 表达 较 强 ,在 受精 后 10 MI0 期 ) 即 开始 表达 
Tox Bos mos 随 着 发 育 的 进行 其 表达 量 逐 渐 加 强 ,至 受精 后 52 h 


Tbx4 Homo sapiens 


Thx4 Mas musculus (24 期 ) 表 达 达 到 最 高 ， 随 后 稍 有 下 降 。 而 在 西 们 利 


Tbx4 Ornithorhynchus anatinus 


Tbx4 Gallus gallus NV fU pe 2H ZR 中 > AbTbx3 在 眼 ^ 脑 ^ fig ^ 肠 ^ 胸 
Tbx4 Danio rerio 


Tbxs Oryzias latipes 鳍 和 腹鳍 中 有 表达 ; 在 肝 、 血液 、 心脏 、 肾 和 肌肉 
rie 中 玉 检 测 到 其 表达 ， 
a 24 AbTbx3 AERA NE 83 5 ER Az A PAR S 


Tbx5 Mus musculus 


98 '- Tbx5 Homo sapiens X iA 


Tbx15 Danio rerio 


01 为 进一步 阐明 AbTEx3 在 胚 后 器 官 形 成 中 的 作 
H2 基于 不 同 物种 的 Thx 序列 ， 用 MEGA4. 构建 的 。 用 ,我 们 利用 整体 原 位 杂交 分 析 了 西伯 利 亚 印 37 
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系统 进化 树 - 
Fig.2 The phylogenetic tree of AbTbx3 and representative : (受精 后 5 d) H 43 期 (受精 后 11~12 KY 中 
本 Bs uud beri constructed by MEGA4 AbTbx3 的 时 空 表达 模式 。 在 37 期 时 , AbTbx3 Zé tit 
ootstrap Etui B2 H PTEE N AD o : : . ) : u 
Bootstrap majority consensus values are indicated at each branch point in percent. fa Je Ha 的 Ja 脑 外 i 的 边 缘 出 现 微 Er 的 * i ; 同 时 > 
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图 3 西伯 利 亚 乌 Tbx3 T-box 结构 域 (T-domaim) 二 级 和 三 级 结构 预测 

Fig.3 The prediction of secondary and three-dimensional structure for T-domain of AbTbx3 
A: BEATA ALA Tbx3 的 同 源 比 对 及 二 级 结构 预测 。 保 守 残 基 标 记 为 亮 黄色 背景 。 二 级 结构 元 件 分 别 标 在 它们 序列 的 上 方 和 下 方 , 红色 和 黑色 条 
带 分 别 代表 螺旋 和 折 登 结构 ,条 带 上 方 字 母 分 别 与 B 图 中 各 元 件 相 对 应 。B: PAREI Tbx3 的 T-domain 的 三 维 结构 模 建 。 图 中 的 黄色 箭头 表示 有 
折 登 ,粉色 螺旋 结构 表示 a 螺旋 。 
A: Alignment of T-box domain(T-domain) of AbTbx3 and human Tbx3 and prediction of secondary structure. The conserved residues are depicted on a light 
yellow background. Secondary structure elements for AbTbx3 and human Tbx3 are given above and below the sequences, respectively. Red and black bands 
represent the helices and strands, respectively. B: The modeling of three-dimensional structure for T-domain of AbTbx3. Helices and strands are depicted in 
pink and yellow, respectively. 
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图 4 WARDEN Tbx3 基因 表达 的 RT-PCR 检测 
Fig.4 Detection of AbTbx3 expression in Acipencer baerii by 














reverse transcription PCR 
A: PAA AME Tbx3 在 不 同 胚胎 发 育 时 期 的 表达 。B: EAA AEH Tbx3 
在 成 体 各 组 织 中 的 表达 。 采 用 f-actin 作为 内 参 基因 。 

A: Expression of AbTbx3 in different stages of embryonic development. B: 
Expression of AbTbx3 in various adult tissues (or organs). ff-actin is used as 
a reference gene. 






















































































fr H3 BST NW. Bü WR BEA eA APPR Js tH D 
AbTbx3 的 表达 (图 5A. A’. B. B^). Afi ze 43 期 ， 
AbTbx3 在 耳 泡 中 的 表达 范围 进一步 向 外 延伸 ， 形 
成 类 似 内 耳 三 个 半 规 管 的 结构 (前 、 后 、 侧 半 规 管 ) 
且 呈 强烈 表达 。 虽 然 背 面 观 中 在 后 脑 区 域 未 见 
AbTbx3 的 表达 (图 SC、C7)， 这 可 能 是 由 于 其 被 已 经 
上 骨 化 的 头盖骨 遮挡 的 缘故 ， 但 在 侧面 观 图 片 中 (图 
5D、D’”) 可 清晰 的 看 到 AbTbx3 在 后 脑 的 表达 已 由 边 
缘 向 内 履 盖 至 整个 后 脑 。 此 时 , 在 眼 正 上 方 的 松 果 
体 腺 中 出 现 了 明显 的 AbTbx3 的 表达 斑 块 。 同 时 ,在 
整个 背 鱼 芽 都 可 见 ADTbx3 的 表达 ， 且 在 侧面 观 中， 
展示 出 ADTbx3 在 背 鱼 芽 靠近 头 部 的 一 端 表 达 最 为 
强烈 。 


3 it it 


本 研究 首次 在 软骨 硬 鳞 鱼 西伯 利 亚 乌 
(Acipenser baerii) 中 克隆 得 到 了 Tbx3 基因 的 cDNA. 
全 长 , 该 序列 具有 完整 的 开放 阅读 框 . AbTbx3 与 人 
Tbx3 的 同 源 性 达到 73.5%， 其 中 T-domain 的 同 源 性 
更 是 高 达 95.2%. WH, 经 预测 发 现 AbTbx3 与 人 
Tbx3 两 者 的 T-domain 在 二 级 和 三 级 结构 均 高 度 同 
源 (图 3)。 这 表明 Tbx3 在 从 鱼 类 向 人 类 的 兰 椎 动物 
进化 过 程 中 高 度 保 守 。Tbx2/3/4/5 同属 于 TBX2 这 
一 古老 的 亚 家 族 。 在 头 索 动物 文昌 鱼 中 , TBX2 分 化 
产生 Tbx2/3 和 Tbx4/5 两 亚 型 (Ruvinsky & 
Gibson-Brown，2000)， 而 这 两 个 亚 型 在 硬 骨 鱼 和 两 
栖 类 分 化 之 前 又 进一步 发 生 了 分 歧 , 产生 Tbx2、 
Tbx3、Tbx4 和 Tbx5 四 个 独立 的 基因 ，(Gibson- 
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5 AbTbx3 dE D E SHE FF PIRS 
Fig.5 AbTbx3 expression in embryos of sturgeon, 
Acipenser baerii 

A. B: 37 期 (受精 后 5 d 仔鱼 ，A 为 背面 观 ，B 为 侧面 观 。C、D: 
43 期 《受精 后 11—12 d) 仔鱼 ，C 为 背面 观 ，D 为 侧面 观 。 图 和-D' 分 
别 是 其 左 侧 相 邻 图 A-D 黑色 方 框 区 域内 对 应 的 放大 。hb， 后 脑 ; dn. 
HMR: ot, WHE: di, HORA; pin, MORAN: an, ASSL; pn, 
后 鼻孔 ; mo, He K A-D 中 的 标尺 代表 1000 um, Kl A-D” 中 的 标尺 
代表 500 um. 

(A, B): At stage 37(5 days post-fertilization)(A) is dorsal view,(B) is 
lateral view.(C, D): At stage 43(11—12 days post-fertilization),(C) is dorsal 
view,(D) is lateral view. Panel( A’ —D’) are higher-power views of boxed 
























































area in panel(A-D), respectively. Abbreviations: hb, hindbrain; dn; dorsal 
notochord; ot, otic vesicle; dfb, dorsal fin bud; pin, pineal gland; an, anterior 
nares; pn, posterior nares; mo, mouth. Scale bars in A—D represent 1000 um, 
and in A’ -D' represent 500 um. 


Brown et al, 1996; Ruvinsky & Silver, 1997)。 目 前 在 
we fa PRE Tbx4 和 Tbx5 已 经 分 化 (Tanaka et al, 
2002), 但 关于 Tbx2 和 Tbx3 在 何 时 开始 分 化 还 未 见 
报道 ,我 们 在 软骨 硬 鳞 鱼 中 克隆 了 7bx3 基因 ,该 基 
因 与 人 Tbx3 高 度 同 源 ,而 与 人 Tbx2 同 源 性 较 低 。 据 
我 们 的 结果 推测 ， 西 伯 利 亚 鱼 中 可 能 还 存在 着 Tbx2 
的 同系 物 。 这 表明 Tbx2/Tbx3 的 分 歧 时 间 应 在 软骨 
鱼 和 硬 骨 鱼 分 化 之 前 。 为 了 阐明 将 椎 动物 T-box 基 
因 家 族 的 进化 历程 ,还 需 进 一 步 在 次 鱼 和 鳃 鱼 等 原 
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始 有 颌 类 中 寻找 是 否 确 实 存在 Tbx2 的 同系 物 。 
关于 Tbx3 基因 表达 和 功能 的 研究 , 大 部 分 集 
中 在 豚 胎 发 育 过 程 中 的 形态 发 生 和 器 官 形 成 。 我 们 
在 西伯 利 亚 馈 中 也 发 现 , ADTbx3 基因 从 圳 胚 早 期 就 
始 表 达 , 到 尾 芽 早期 表达 达到 峰值 (图 4A)。 另 外 
我 们 还 通过 对 西伯 利 亚 印 仔鱼 和 成 体 各 组 织 
AbTbx3 基因 的 表达 模式 分 析 ， 发 现 该 基因 在 仔鱼 
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本 中 都 存在 这 种 持续 性 表达 现象 (Simon et al, 1997; 
Takabatake et al, 2002). lel] Tbox 1 基因 在 前 上 肢 的 
再 生 过 程 中 表达 增强 ， 参 与 前 肢 的 再 生 作用 (Simon 
et al, 1997)。 而 鱼 类 胸鳍 和 腹鳍 同 样 具有 再 生 能 力 ， 
因此 ， 我 们 推测 AbTbx3 基因 在 成 体 胸鳍 和 腹鳍 的 
表达 可 能 与 它们 的 再 生 能 力 相 关 。 至 于 AbTbx3 是 
否 确实 参与 再 生 以 及 如 何 参 与 , 将 需要 在 接 下 来 的 




















































































































和 成 体 的 多 个 组 织 和 器 官 中 都 有 表达 , 并 且 其 表达 
模式 具有 时 空 特异 性 。 仔 鱼 期 主要 在 耳 泡 、 后 脑 、 

松 果 体 、 兰 索 和 背鳍 芽 表 达 ， 而 成 体 时 在 眼 、 脑 、 

鳃 、 肠 、 胸 鳍 和 腹鳍 表达 (图 4B, 图 5)。 由 此 可 见 , 西 
(AREE Thx3 基因 的 功能 非常 广泛 , 不 仅 在 胚胎 
发 育 中 起 作用 ,同时 在 仔鱼 和 成 体 多 个 组 织 器 官 中 
也 有 重要 功能 。 值 得 注意 的 是 , AbTbx3 在 成 体 胸 钱 
和 腹 鱼 中 都 有 表达 , FETE AER Thx 基因 在 成 
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气味 线索 对 小 鼠 形 成 吗啡 依赖 及 渴求 的 影响 
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摘要 : 利用 条 件 化 位 置 偏好 模型 研究 气味 线索 对 吗啡 依赖 及 渴求 的 影响 ， 甚 结果 发 现 ,单一 嗅觉 条 件 刺 激 使 
小 鼠 建立 条 件 化 位 置 偏好 ,形成 吗啡 依赖 。 当 改 变 外 界 环 境 , 动物 进入 完全 新 异 的 环境 后 依然 寻求 与 吗啡 相关 的 
气味 线索 ,说明 吗啡 相关 气味 条 件 线索 诱发 了 小 鼠 对 吗啡 的 渴求 。 多 巴 腕 DI 或 D2 受 体 持 抗 剂 能 阻 断 小 鼠 对 气味 
线索 的 寻求 。 该 结果 表明 嗅觉 系统 在 药物 成 疗 过 程 中 具有 一 定 作用 。 


Au. zug. 吗啡 依赖 ， 多 巴 胺 ; 嗅觉 线索 ; 条 件 化 位 置 偏好 模型 
中 图 分 类 号 : Q434; R3382; R992; R996 ”文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2012)02-0165-05 

























































































Effects of odor cue on morphine-induced dependence 
and craving in mice 


LIU Xiao-Fen"", YANG Guang’, YANG Rui’, JIA Qiang’, GUAN Su-Dong! 


(1. Department of Physiology, Bengbu Medical College, Bengbu 233030, China; 
2. Department of Neurosurgery, The 3rd People’s Hospital of Bengbu, Bengbu 233000, China) 


Abstract: The olfactory system may play a pivotal role in drug addiction. To clarify the issues, we investigated the 
morphine dependence and psychological craving in morphine addicted mice using the conditioned place preference (CPP) 
paradigm by taking an only odor cue as the conditioned stimulus (CS). The results showed that by pairing morphine with 
odor, the CPP could be induced in mice. When the morphine addicted mice were exposed to a novel environment during 
morphine withdrawal, they spent significantly longer time in the chamber with morphine-paired odor than in the control 
chamber. The effects of odor cue on the morphine CPP were blocked by the administration of dopamine D1 or D2 
antagonists. The studies indicated that olfactory system plays an important role in drug addiction. 


Key words: Drug addiction; Morphine-induced dependence; Dopamine; Odor cue; CPP 














IU Tit, eH FETE GN B 受 体 等 的 所 有 阿片 类 受 与 高 级 皮层 ， 如 眶 额 叶 和 边缘 系统 (如 杏仁 核 、 海 
体 的 分 布 (Kaufman et al, 1995). fMRI (functional 马 等 区 域 ) 之 间 存 在 广泛 联系 (Haberly, 2001; Savic, 
magnetic resonance imaging) 实验 表明 ,急性 注射 海 2005)。 大 量 实验 表明 , 海洛因 或 可 卡 因 依赖 者 观看 
洛 因 后 大 鼠 嗅 皮层 被 广泛 激活 的 现象 能 被 4 受 体 吸毒 相关 的 影片 、 录 像 等 引起 渴求 时 , 额 叶 、 边 缘 
的 持 抗 剂 纳 络 酮 逆转 (Xu et al, 2000)。 中 脑 边缘 -多 系统 等 皮层 被 激活 (Sinha et al, 2007; Bonson et al, 
巴 胺 系统 在 奖赏 系统 中 有 着 至 关 重 要 的 作用 。 嗅 觉 2002; Volkow et al, 2010)。 由 此 推测 ， 嗅 觉 系统 可 能 
系统 也 广泛 分 布 多 巴 胺 (DA) 能 神经 元 (Coronas et al, ”在 药物 依赖 过 程 中 起 重要 的 作用 。 
1997)， 从 腹 侧 顶 盖 区 域 投 射出 来 的 多 巴 胺 神经 元 CPP 能 反应 动物 对 药物 奖赏 、 依 赖 和 心理 渴求 
广泛 地 投射 到 嗅 结 节 。 实 验 研究 表明 , 在 大 鼠 的 嗅 的 过 程 ， 其 建立 常 以 多 种 感觉 刺激 (触觉 、 视 觉 和 嗅 
结 节 局 部 注射 可 卡 因 可 以 诱导 条 件 化 位 置 偏 好 模 觉 ) 作 为 条 件 刺激 。 本 实验 只 用 嗅觉 这 一 种 感觉 刺激 
型 (conditioned place preference, CPP) 的 建立 来 建立 小 鼠 对 吗啡 形成 的 依赖 和 淘 求 ， 同 时 ,改变 
(Ikemoto, 2003). 在 解剖 结构 上 , 哺乳 动物 嗅觉 系统 小 鼠 对 吗啡 形成 依赖 的 环境 ,在 男 一 个 完全 新 异 的 
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环境 中 , 给 小 鼠 吗 啡 相关 气味 刺激 时 , 检测 该 气味 
线索 能 否 促使 小 鼠 表现 出 对 吗啡 的 渴求 和 DA 在 此 
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Ao 间隔 6 h 后 在 另 一 个 小 箱 内 注射 同等 剂量 的 生 
里 盐水 且 停 留 30 min， 即 为 阴性 环境 箱 。 盐 水 组 除 
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过 程 中 的 作用 ， 以 及 观察 嗅觉 系统 在 小 鼠 对 吗啡 形 
成 依赖 及 渴求 过 程 中 的 作用 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 动物 及 分 组 

ICR 雄性 小 鼠 ， 体 重 (30 士 3) g, 9 周 龄 ， 购买 于 昆 
明 医 学 院 , 在 标准 环境 下 随机 分 笼 饲养 (07:00 一 19:00 
明暗 交替 ), 每 笼 8 一 12 只 , 小 鼠 自由 取 食 和 饮水 。 
小 鼠 适应 实验 室 环境 至 少 1 周 后 开始 实验 。 实验 一 : 
动物 分 为 4 组 ,分 别 为 吗啡 组 、 盐 水 组 、 吗 啡 气 
组 、 盐 水 气味 组 ; 实验 二 : 动物 分 为 4 组 ， 分 别 为 盐 
水 组 、 吗 啡 组 、DA DI 持 抗 剂 组 、DA D2 拷 抗 剂 组 。 
1.2 试剂 

盐酸 吗啡 (10 mg/mL) 购 自 沈阳 制药 厂 ; 
SKF83566(DA D1 受 体 持 抗 剂 ) 和 和 舒 必 力 (sulpiride， 
DA D2 受 体 持 抗 剂 ) 购 自 Sigma 公司 ; 食品 添加 剂 薄 
荷 和 柠檬 香精 用 于 气味 线索 , 直接 使 用 原液 。 
13 ”实验 装置 和 实验 程序 
1.3.1 实验 一 : CPP 装置 及 实验 程序 CPP 实验 前 ， 
随机 挑选 8 只 小 鼠 放 入 一 个 四 面 白色 的 长 方形 木 箱 
(60 cm 长 X20 cm 宽 X30 cm 高 ), 箱子 两 端 分 别 
放置 含有 0.5 mL Fre AE it TAS DE, 中 间 
设置 有 和 孔 隔 板 。 小 鼠 自由 活动 10 min 并 记录 其 在 不 
同 气 味 端 停留 的 时 间 。 

CPP 装置 : 四 个 相同 的 木 箱 , 均 由 两 个 面积 相 
同 的 小 箱 (30.7 cm 长 X31.5 cm 宽 X34.5 cm 高 ) 和 
相连 的 中 间 过 道 (13.8 cm 长 X31.5 cm 宽 X34.5 
cm 高 ) 构 成 。 其 中 两 个 小 箱 的 视觉 和 触觉 相同 , 均 
为 黑色 内 壁 及 绿色 塑胶 底板 , 中 间 过 道 四 壁 灰 色 。 

CPP 实验 程序 分 三 步 : 第 一 步 为 适应 阶段 ， 即 
条 件 化 前 期 (pre-conditioning phase), Bile 1—3 KR, 
在 此 期 间 , 小 鼠 每 天 在 CPP 行为 箱 中 自由 活动 15 
min(900 s), 全 过 程 录 像 , 第 3 天 ,分 析 小 鼠 在 两 个 小 
箱 内 停留 的 时 间 。 本 CPP 箱 采 用 平衡 设计 ， 即 动物 
对 两 个 小 箱 无 明显 偏好 ,对 任何 小 箱 表现 出 强烈 的 
非 条 件 厌 恶 ( 少 于 总 时 间 的 33%) 或 强烈 的 喜好 (多 
于 总 时 间 的 67%) 的 动物 均 被 舍弃 。 第 二 步 为 条 件 
化 建立 期 (conditioning phase), 即 第 4 一 7 天 , 该 阶 
段 两 个 条 件 化 小 箱 的 门 关 闭 。 连 续 4 天 ， 在 给 小 鼠 
腹腔 注射 40 mg/kg 体重 的 吗啡 后 随机 放 入 一 个 小 
箱 并 在 该 小 箱 内 停留 30 min， 此 箱 即 为 阳性 环境 
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用 生理 盐水 代替 吗啡 外 ,其它 条 件 与 吗啡 组 相同 。 
第 三 步 为 检测 阶段 postrconditioning)， 即 第 8 一 10 
天 ， 此 阶段 停止 给 药 ， 两 个 行为 小 箱 的 门 打开 , 动 
物 自由 活动 15 min, 连续 3 天 ,记录 每 只 动物 在 阴 、 
阳性 环境 箱 中 停留 的 时 间 。 

在 CPP 实验 过 程 中 ,吗啡 组 和 盐水 组 中 CPP 箱 
的 两 个 小 箱 环境 完全 相同 ; 而 吗啡 气味 组 和 盐水 气 
味 组 的 每 个 CPP 小 箱 内 则 随机 放 入 有 薄 葆 或 柠檬 
气味 的 小 瓶 。 
13.2 ”实验 二 : 气味 诱发 药物 寻求 的 实验 程序 此 
实验 在 两 个 不 同 环境 的 房间 A 和 B 中 进行 ,房间 A 
内 有 4 个 相同 的 有 机 树脂 小 鼠 饲 养 箱 。 连 续 4 天 ， 
每 天 给 吗啡 组 小 鼠 腹腔 注射 40 mg/kg 体重 的 吗啡 1 
次 ,， 放 入 有 柠檬 气味 的 小 鼠 饲养 箱 30 min， 此 气味 
为 阳性 气味 (conditioned stimulus, CS-- odor); 间隔 6 
h 后 注射 同样 剂量 的 盐水 , 放 入 有 薄荷 气味 的 饲养 
箱 ， 此 气味 为 阴性 气味 (CS 一 odopD。 盐 水 组 小 鼠 除 用 
生理 盐水 代替 吗啡 外 , 与 吗啡 组 所 有 处 理 相 同 。DA 
D1 持 抗 剂 组 和 D2 持 抗 剂 组 小 鼠 ， 除 在 每 天 注射 吗 
HE 30 min 前 腹腔 注射 DI 受 体 拷 抗 剂 (SKF83566， 
1 mg/kg 体重 ) 或 D2 受 体 后 抗 剂 (sulpiride, 25 mg/kg 
体重 ) 外 ,其 余 处 理 与 吗啡 组 相同 。 

4 天 ， 药 物 (吗啡 /盐水 ) 注 射 后 , 停止 给 药 。 第 
5 一 7 天 ,实验 在 房间 B 内 进行 。 房 间 B 内 有 如 实 
验 一 的 四 个 相同 的 木 制 CPP 箱 且 每 个 箱 的 两 个 小 
箱 完 全 相同 。 实 验 时 ,在 两 个 小 箱 内 随机 放 入 阳性 
(柠檬 气味 ) 或 阴性 气味 (薄荷 气味 )， 放 入 阳性 气味 
的 箱 称 为 阳性 环境 箱 ， 反 之 ,为 阴性 环境 箱 。 让 小 
鼠 在 两 个 小 箱 内 自由 活动 10 min, 全 过 程 录 像 , 分 
析 小 鼠 在 阴阳 性 箱 内 停留 的 时 间 。 在 房间 A 和 B 内 ， 
给 予 气 味 的 容器 的 质地 和 形状 完全 不 同 ， 以 保证 两 
个 环境 只 有 气味 这 一 共同 线索 。 
1.44 数据 分 析 方 法 
] SPSS14.0 软件 进行 数据 分 析 。 其 中 实验 一 
和 实验 二 的 组 间 分 析 用 重复 测量 方法 分 析 及 
Post-hoc (LSD) 进行 组 间 多 重 比较 ,其余 的 采用 配 
对 上 检验 (paired-sample t-test) 或 单 因素 方差 分 析 。 


2 结 果 


2.1 小 鼠 对 柠檬 和 薄荷 两 种 气味 无 明显 偏好 
如 图 1 所 示 , 10 min 内 ， 小 鼠 对 柠檬 和 泗 荷 两 种 
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气味 的 探求 时 间 无 明显 差别 (paired-sample t-Test: 
f=-1.004，P=0.349), 说 明 小 鼠 对 两 种 气味 无 
偏好 。 
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图 1 小 鼠 对 薄荷 和 柠檬 气味 无 明显 偏好 (=8) 


Fig. 1 Mice displayed an equivalent preference for 











mint and lemon (n=8) 


2.2 ”气味 线索 诱导 小 鼠 形成 吗啡 CPP 

组 内 分 析 采 用 配对 样本 t+ 检验, 结果 表明 ,与 
适应 期 小 鼠 在 阳性 箱 中 停留 的 时 间 相 比 ， 盐 水 组 、 
吗啡 组 、 盐 水 气味 组 各 组 小 鼠 在 检测 期 第 193 天 
均 无 明显 差别 ; 而 吗啡 气味 组 小 鼠 在 检测 期 第 1 天 
(fio-2.679, P=0.025)、 第 2 K(to=-3.155, P=0.011) 
和 第 3 天 (t= -3.108，P-0.012) 在 阳性 箱 中 停留 的 
时 间 均 明显 多 于 适应 期 时 停留 的 时 间 。 
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图 2 气味 线索 诱导 小 鼠 建立 吗啡 CPP 

Fig.2 The odor cues induced morphine CPP 
*: 同一 组 小 鼠 戒 断后 各 天 在 阳性 箱 停 留 的 时 间 与 基础 值 的 比较 (*: P 
<0.05);  ##H#: 同一 天 各 组 小 鼠 在 阳性 箱 中 停留 时 间 的 比较 (#: P<0.05， 
##: P«0.01). (sal: 盐水 组 ; mor: 吗啡 组 ; sald-odor: 盐水 气味 组 : mor 
十 odor: 吗啡 气味 组 )。 


(*) The differences of mean time in drug-paired chambers in 




















post-conditioning days vs pre-conditioning day within the same group in 
mice (*: P<0.05); (#, ##) The differences of mean time in drug-paired 
chambers on the same day between groups (#: P<0.05, ##: P<0.01). (sal: 

saline group; mor: morphine group; sal+odor: Saline+odor group; mor+odor: 


morphine+odor group). 











组 间 分 析 表 明 , 适应 期 时 各 组 小 鼠 在 阳性 箱 停 
留 的 时 间 均 无 明显 差异 。 检 测 期 前 三 天 的 重复 测量 
方差 分 析 结 果 表 明 ， 药物 处 理 X 气 味 出 现 交 互 效 应 
(interaction drugxodor): F(,39)=4.283, P=0.045,， 即 
受到 药物 和 和 气味 不 同 处 理 的 影响 , 各 组 之 间 存 在 显 
著 性 差异 。 Post-hoc(LSD) 分 析 表 明 , 在 检测 期 第 1 
天 ,吗啡 气味 组 小 鼠 在 阳性 箱 停留 的 时 间 明 显 多 于 
在 盐水 组 (P=0.004)、 吗 啡 组 (P=0.02) 和 盐水 气味 组 
(P=0.028) 停 留 的 时 间 , 表明 仅 有 和 气味 线索 , 小 鼠 也 能 
形成 对 吗啡 的 条 件 化 位 置 偏好 ,对 吗啡 产生 依赖 。 
23 ”小 鼠 在 陌生 环境 中 寻求 吗啡 相关 的 气味 线索 

在 房间 A 中 建立 吗啡 与 气味 之 间 的 条 件 化 后 ， 
在 房间 B. 内 检测 小 鼠 对 阳性 气味 (吗啡 相关 和 气味) 的 
寻求 。 组 内 分 析 表 明 , 在 检测 期 第 1 天 (tg)=2.783, P= 
0.024)， 第 2 天 (tg=4.301，P=0.003), 第 3 天 
(t(s=5.0339, P=0.001), 吗啡 组 小 鼠 在 阳性 气味 环境 
中 停留 的 时 间 明 显 多 于 阴性 气味 环境 (图 3A)， 而 盐 
水 组 则 无 明显 差异 (图 3B)。 
重复 测量 方差 分 析 表 明 , 组 间 因 素 药 物 处 理 
(drug: FusF16.023, P=0.001) 在 两 组 间 有 显著 相差 
Fe, 单 因 素 方 差分 析 结 果 表 明 在 检测 期 第 1 
K,(Fa,s=10.425, P=0.005), 吗啡 组 小 鼠 在 阳性 气 
味 环境 中 停留 的 时 间 明 显 多 于 盐水 组 ; 在 第 2 天 和 
第 3 天 , 两 组 之 间 无 显著 性 差异 (图 3C)， 说 明 动物 
建立 吗啡 依赖 后 , 在 陌生 环境 里 依然 寻求 与 吗啡 相 
关 的 气味 线索 , 即 吗 啡 相关 的 阳性 气味 诱发 了 动物 
对 吗啡 的 渴求 。 

2.4 DADI xk DA D2 受 体 持 抗 均 可 阻 断 小 鼠 寻 求 
吗啡 相关 的 气味 线索 

为 了 检测 在 气味 线索 诱导 的 小 鼠 形成 的 吗啡 
依赖 及 渴求 过 程 中 ， 多 巴 腕 系统 是 否 有 重要 作用 ， 
每 天 在 给 予 吗啡 前 30 min， 小 鼠 注射 多 巴 胺 DI 或 
D2 受 体 持 抗 剂 ,并 在 吗啡 戒 断 后 比较 小 鼠 在 阳性 、 
阴性 气味 箱 停留 的 时 间 。 配 对 上 检验 分 析 表 明 , 在 
RIE 1 一 3 天 , DA D1 组 或 DA D2 组 小 鼠 在 阳性 
与 阴性 气味 环境 中 停留 的 时 间 无 显著 性 差异 
(P>0.05)( 图 4), 说 明 多 巴 胺 在 气味 线索 诱导 小 鼠 形 
成 的 吗啡 依赖 及 其 渴求 的 过 程 中 有 重要 作用 。 


3 it it 


单一 嗅觉 条 件 刺激 能 诱导 小 鼠 建立 吗啡 依赖 
CPP。 动 物 进 入 完全 新 异 的 环境 时 ,依然 寻求 吗啡 
相关 的 气味 线索 ， 说 明 该 气味 线索 诱发 了 小 鼠 对 
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B. 盐水 组 Saline-treated group 
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图 3 新 异 环境 中 与 吗啡 相关 的 气味 线索 (CS+odoD 能 够 诱发 吗啡 戒 断 小 鼠 的 药物 寻求 行为 


Fig.3 The novel environment induced morphine-addicted mice spent significant longer time in the chambers with 





morphine-paired odor than in the control chamber during morphine withdrawal 
A, B) 戒 断 第 1 一 3 K, 吗啡 组 (A) 和 盐水 组 小 鼠 (B) 在 阳性 、 阴 性 气味 箱 


组 小 鼠 在 戒 断 第 1 天 停留 的 时 间 明 显 多 于 对 照 组 。 








停留 的 时 间 ; O) 吧 啡 组 和 盐水 组 小 鼠 在 阳性 气味 箱 中 停留 时 间 的 比较 ,吗啡 


A,B) The time duration of the morphine-treated mice (A) and the saline-treated mice (B) spent in the CS+odor and CS-odor chambers during the 1—3 day of 





withdrawal; C) The morphine-treated mice spent more time in the CS+odor chambers than the saline treated mice on the 1st day of withdrawal. 
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图 4 DADI 8È DA D2 ZHP AE V BET DS BEA OS BE FCU 2 R 
Fig.4 Effects of odor cue on the morphine CPP were blocked by the administration of dopamine D1 or D2 antagonists 





吗啡 的 渴求 , 且 多 巴 胺 D1 或 D2 受 体 持 抗 剂 能 够 阻 
断气 味 线索 诱导 的 小 鼠 对 吗啡 的 渴求 。 此 实验 表 
明 ， 嗅 觉 系 统 参 与 了 小 鼠 对 吗啡 的 依赖 及 渴求 过 
程 。 Randall et al (1992,1993) 发 现 气 味 线索 促使 新 生 









































及 成 
剂量 吗啡 形成 条 件 化 位 置 人 
条 件 化 位 置 厌 恶 。 在 本 实验 条 件 下 , 气味 线索 能 使 
小 鼠 对 吗啡 形成 明显 的 条 件 仿 好 。 


HY 





FE 大 鼠 所 形成 的 吗啡 条 件 化 具有 双 效 性 ， 即 低 
好， 高 剂量 吗啡 则 形成 
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2 期 刘 小 粉 等 : 气味 线索 对 小 鼠 形 成 吗啡 依赖 及 渴求 的 影 





在 人 类 , 药物 成 瘾 伴随 着 强迫 性 药物 寻求 及 复 
吸 等 行为 。 其 中 与 药物 相关 环境 线索 是 诱发 复 吸 的 
强迫 性 动机 之 一 。 实 验 表 明 ， 药物 相关 线索 刺激 会 
诱发 海洛因 或 可 卡 因 依赖 者 的 复 吸 行为 (Childress 
et al, 1999; Shalev et al, 2002; Koob & Le Moal, 
2008 ), 动物 实验 研究 表明 ,吗啡 戒 断 相关 的 气味 线 
索 使 大 鼠 产生 僵直 等 防御 反应 (MecNally & Akil, 
2001)， 吗 啡 条 件 化 气味 刺激 能 引起 镇 痛 应 答 ， 降 低 
疼痛 感 (Valone et al, 1998)。 本 实验 中 , 在 小 鼠 建立 
气味 与 吗啡 之 间 的 条 件 化 后 ,改变 小 鼠 对 吗啡 形成 
依赖 的 外 界 环境 , 在 完全 新 异 的 环境 中 给 予 先 前 的 
吗啡 相关 环境 线索 刺激 ,结果 表明 ,吗啡 戒 断 后 数 
天 内 小 鼠 在 阳性 气味 环境 中 停留 的 时 间 明 显 多 于 
阴性 气味 环境 ,说明 小 鼠 不 仅 能 建立 气味 和 吗啡 之 
间 的 条 件 化 关系 ,而 且 能 提取 该 联合 型 记忆 ,表现 
出 对 吗啡 的 渴求 。 因 此 , 嗅觉 系统 在 药物 依赖 、 渴 
求 等 行为 中 有 重要 作用 。 

DA 在 药物 成 症 中 有 极其 重要 的 作用 ,阿片 类 
(吗啡 和 海洛因 ) 通 过 作用 于 Y -氨基 丁 酸 (GABA) 中 
间 神 经 元 上 的 上 受 体 抑 制 GABA 神经 元 的 活动 ， 
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降低 GABA 对 腹 侧 被 盖 区 的 多 巴 胺 (DA) 神 经 元 的 
抑制 ,兴奋 DA 神经 元 , 使 DA 释放 量 增加 (Johnson 
& North, 1992)。 多 巴 胺 DI 或 D2 受 体 持 抗 剂 能 阻 
断 在 大 鼠 的 嗅 结 节 局 部 注射 可 卡 因 诱导 的 CPP 
(Ikemoto, 2003), 损毁 嗅 结 节 内 的 多 巴 胺 能 神经 投 
射 也 阻 断 了 CPP 的 建立 (Sellings et al，2006)。 我 们 
的 实验 也 表明 ,多巴胺 D1 或 D2 受 体 持 抗 剂 能 够 阻 
断 动物 对 吗啡 相关 气味 的 寻求 , 即 多 巴 胺 参与 了 气 
味 线索 诱导 小 鼠 形 成 的 吗啡 依赖 及 其 渴求 的 过 程 。 

人 类 药物 滥用 者 即使 戒 断 很 长 时 间 后 ， 依 然 
呈现 出 高 复 吸 率 ， 其 中 药物 相关 的 环境 线索 是 诱发 
其 复 吸 的 原因 之 一 。 本 实验 研究 表明 ， 即 使 完全 改 
变动 物 对 吗啡 产生 依赖 的 大 环境 ， 仅 保留 唯一 与 
药物 相关 的 气味 线索 也 能 够 诱发 小 鼠 对 吗啡 的 寻 
求 。 因 此 ,至 少 对 于 咕 具 类 动物 而 言 ， 嗅觉 刺激 可 
能 是 研究 药物 相关 线索 诱发 成 疗 的 较 好 手段 ,以 期 
了 解 线索 条 件 诱发 人 类 药物 依赖 和 渴求 的 机 制 。 最 
后 ， 相 对 于 用 多 种 感觉 刺激 (触觉 、 嗅 觉 或 视觉 ) 建 立 
吗啡 CPP, 将 气味 作为 唯一 感觉 刺激 , 简单 、 直 接 、 
有 效 。 
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摘要 : 2009 年 10 月 一 2010 年 11 AEA iU EL ZZ. EL AR Di P POST AKEE AWG. ADRS Hh TX, 4 
种 稚 类 的 生境 选择 进行 了 研究 : 共 调 查 了 6 条 样 线 上 的 388 个 样 方 , 选取 了 与 这 四 种 稚 类 栖息 地 相关 的 17 个 生态 
因子 进行 观测 和 测量 。 结 果 显 示 , 4 种 锥 类 均 偏 好 阔 叶 林 和 针 阔 混交 林 、 阳 坡 或 半 阴 半 阳 坡 的 生境 。Kruskal-Wallis 
test 检验 表明 , 4 种 众 类 在 海拔 、 坡 度 、 乔 木 盖 度 、 灌 木 盖 度 、 灌 木 数 量 、 灌 木 高 度 、 草 本 盖 度 、 草 本 种 类 、 草 本 

量 、 落 叶 层 盖 度 和 水 源 距 离 11 个 生态 因子 上 存在 极 显著 差异 (P<0.01)， Ire EN. SU 其 余生 

刀子 无 显著 差异 (P>0.03)。 典 则 判别 函数 图 显示 , 4 ESR EAE EE LE ee, 又 有 比较 明显 的 
差异 。 逐 步 判别 表明 在 区 分 4 种 稚 类 生境 选择 差异 方面 有 一 系列 的 生态 因子 发 挥 作用 ， IRWORKIE RA ADOS 
海拔 、 草 本 数量 、 灌 木 高 度 、 水 源 距 离 、 灌 木 盖 度 、 乔 木 盖 度 、 坡 度 、 落 叶 层 盖 度 、 灌 木 数 量 、 草 本 盖 度 。 由 这 
0 个 变量 构成 的 方程 对 4 种 稚 类 生境 选择 差异 的 正确 区 分 率 为 74.7%。 


关键 词 ， 稚 类 ; 生境 选择 ; 判别 分 析 ; 官 山 
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Habitat selection of four sympatric pheasants in 
Guanshan National Nature Reserve, Jiangxi, China 


LIU Peng', HUANG Xiao-Feng"', GU Shu-Sheng?, LU Chang-Hu? 


(1. Institute of Wildlife Conservation, Jiangxi Academy of Forestry, Nanchang 330032, China; 2. School of Accounting, Jiangxi University of Finance and 
Economics, Nanchang | 330013; 3. College of Forest Resources and Environment, Nanjing Forestry University, Nanjing 210037, China) 


Abstract: Habitat selection of four sympatric pheasants (Syrmaticus ellioti, Lophura nycthemera, Pucrasia 
macrolopha and Bumbusicola thoracica) was studied in Guanshan National Nature Reserve, Jiangxi, China from October 
2009 to November 2010. We measured seventeen ecological factors across 388 sites used by the four pheasants by direct 
Observation in six transects. The results show that the pheasants preferred broad-leaved forest and coniferous forest and a 
sunny or semi-shaded slope. There were differences in elevation, degree of slope, arbor coverage, shrub coverage, shrub 
quantity, shrub height, herbage cover, herbage species, herbage quantity, leaf litter coverage, distance to water and arbor 
species between the habitat selected by the four pheasants. Canonical scores indicated that the four pheasants differed in 
habitat selection to some extent. A stepwise discriminant analysis revealed that elevation, herbage quantity, shrub height, 
distance to water, shrub cover, arbor cover, degree of slope, leaf litter cover, shrub quantity and herbage cover were the 


critical factors distinguishing habitat selection between the species. Predicted classification accuracy of the model was 
74.7%. 


Key words: Pheasants; Habitat selection; Stepwise discriminant analysis; Guanshan 




















资源 的 限制 是 鸟 类 种 间 竞 争 的 重要 因素 , 也 是 ”位 上 相同 的 两 个 物种 不 能 在 同一 地 区 内 共存 ,如 果 
竞争 的 先决 条 件 。 依 赖 相同 资源 的 鸟 类 种 间 竞 争 最 ”生活 在 同一 地 区 内 ， 由 于 剧烈 竞争 , 它们 之 间 必 然 
为 激烈 (Dhondt, 1977)。 竞 争 排斥 原理 也 认为 : 生态 。 ”出现 栖息 地 、 食 性 、 活 动 时 间或 其 他 特征 上 的 生态 
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位 分 化 (Sun, 2001). 
SW ERE (Syrmaticus ellioti) 为 我 国 特 产 的 
世界 受 胁 物种 ， 国 家 I 级 重点 保护 动物 。 分 布 于 长 
江 以 南 的 华东 和 华南 地 区 , 但 由 于 其 听觉 敏锐 、 性 
胆 小 、 谨慎 且 机 警 , 在 野外 直接 观察 到 的 机 会 很 少 。 
Á ÑS (Lophura nycthemera) J&& Fl Z U RE e BR JJ 
Jy, 世界 上 有 15 个 亚 种 ,分布 于 中 国 、 东 南亚 以 及 
南亚 的 部 分 地 区 ; 我 国境 内 共有 9 TER, 广泛 分 
布 于 南方 各 省 山地 林 区 (Lu, 1991)。 勺 鸡 (Pucrasia 
14ac1olopjpa) 属 国家 开 级 重点 保护 动物 。 主 要 分 布 于 
喜马拉雅 山脉 至 中 国 中 部 及 东部 。 灰 胸 竹 鸡 
(Bumbusicola thoracica) HREH EK, FR AR LA 
保护 动物 , 但 在 自然 界 中 遭受 乱 捕 滥 猎 , 加 之 其 生 
存 的 环境 日 益 减 少 或 被 破坏 ， 导 致 种 群 数量 急剧 下 
降 ， 野 生 资 源 受到 严重 破坏 (Han et al, 2002). 3X 4 
种 稚 类 均 在 官 山 自 然 保护 区 同 域 分 布 , 关系 较 近 ， 
且 食 性 相似 , 主食 昆虫 、 果 实 、 种 子 、 草 本 植物 芭 
I, EREMIA (Han & Wang, 1993; Peng et al, 
1994; Yao et al, 2007)。 探 讨 亲 缘 关 系 密切 、 营 养 关 
系 相 似 的 物种 间 的 共存 机 制 ， 是 群落 生态 学 的 研究 
热点 之 一 (Begon et al, 1990)。 
ER, 虽然 我 国学 者 对 多 种 稚 类 的 同 域 分 布 
的 研究 已 有 些 报 道 (Cui et al, 2008; Li et al, 2006, 
2009, 2010; Yu et al, 2011), 但 所 取 的 因子 较 少 (Yu 
et al, 2011)、 或 集中 某 一 生活 史 阶 段 (Cui et al, 2008; 
Li et al, 2006, 2009, 2010), 缺少 全 年 的 观察 ， 故 很 
难 全 面 深入 反映 同 域 分 布 多 种 稚 类 生境 选择 的 实 
际 情况 以 及 影响 生境 选择 的 关键 因子 。 
因此 ， 我 们 于 2009 年 10 月 一 2010 年 11 月 在 
山 国 家 级 自然 保护 区 对 4 种 稚 类 的 生境 选择 进行 
T, 目的 是 探讨 它们 在 生境 选择 上 的 差异 ， 从 而 
为 保护 区 稚 类 的 保护 和 管理 提供 科学 依据 。 


1 研究 地 点 自然 概况 


江西 官 山 自然 保护 区 (N28?30'-28?40', 
El114?19'-114*45) 位 于 江西 西北 部 的 宜春 市 ， 地 跨 
宜 丰 、 铜 戈 两 有 具 ， 地 处 九 岭 山脉 西 段 ， 区 内 最 低 海 
tk 200 m， 最 高 海拔 1.480 m, 总 面积 11 500.5 
hm2。 南 北 长 约 11.97 km， 东 西 宽 约 21.64 km. 该 保 
护 区 总 体 上 属于 中 山 山地 面貌 ,中 亚热带 温暖 湿润 
气候 区 ， 四季 分 明 、 阳 光 充 足 、 无 霜 期 长 , FHA 
温 16.2 °C, 年 均 降 水 量 1 950—2 100 mm。 研 究 
区 域 植被 以 常 绿 益 叶 林 和 落叶 冰 叶 林 为 典型 ， 区 内 
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还 有 发 育 良 好 针 阔 混交 林 、 针 叶 林 、 竹 林 等 植被 类 
型 ,保护 区 森林 覆盖 率 高 达 93.8% (Liu & Wu, 2005). 
2 方法 

2.1 采样 方法 

调查 时 间 为 2009 年 10 月 一 2010 年 11 月 , 经 
过 野外 初步 观察 和 社区 访问 ， 了解 4 种 稚 类 的 分 布 
信息 后 。 参 照 官 山 自然 保护 区 的 地 形 图 和 林 相 图 ， 
以 自然 保护 区 东 河 站 为 中 心 , 在 其 周围 选取 6 条 长 
FE 2.8—5.0 km 不 等 的 小 路 作为 固定 样 线 ， 样 线 宽 
度 为 25 m， 样 线 履 盖 了 4 种 锥 类 的 所 有 生境 类 型 。 
以 2 km/h 左右 的 速度 在 稚 类 早晚 活动 高 峰 期 (6:00 
一 10:00; 15:00 一 19:00) 内 行走 样 线 。 每 月 对 样 线 进 
行 调查 , 每 条 样 线 早晚 至 少 各 调查 一 次 。 在 样 线 上 
发 现 4 种 稚 类 的 实体 或 羽毛 作为 其 活动 点 , 利用 
GPS 定位 ， 以 活动 点 为 中 心 , 设置 10 mx10 m 的 大 
ED, 在 大 样 方 内 的 中 心 及 4 个 角 取 5 个 1 mxl m 
小 样 方 ， 记录 样 方 内 的 17 种 生态 因子 包括 : 海拔 、 
坡 向 、 坡 度 、 乔 木 盖 度 、 乔 木 种 类 、 乔 木 数量 、 洪 
木 盖 度 、 灌 木 种 类 、 灌 木 数 量 、 灌 木 高 度 、 草 本 盖 
度 、 草 本 种 类 、 草 本 数量 、 草 本 高 度 、 落 叶 层 盖 度 、 
水 源 距 离 和 林 型 。 因 子 的 选取 、 测 量 方法 参考 吴 群 
逸 和 刘 适 发 (wu& Liu, 2010)、 张 国 钢 等 (Zhang et al, 
2011)( 表 1)。 在 野外 调查 期 间 共 收集 利用 388 个 大 
PEAT: FSR BREA 99 个 ， 和 白山 为 124 个 , 勺 鸡 为 
75 ^r, JKWA T TXS Jg 90 个 。 

22 ”数据 处 理 

利用 卡 方 检 验 (Chi-Square) 分 析 4 种 稚 类 在 林 
型 和 坡 向 2 种 非 数 值 型 生态 因子 的 选择 上 是 否 存 在 
差异 。 
用 单个 样本 的 K-S 检验 海拔 、 坡 度 、 乔 木 盖 度 、 
乔木 种 类 、 乔 木 数 量 、 灌 木 盖 度 、 灌 木 种 数 、 灌 木 
数量 、 灌 木 高 度 、 距 水 源 距 离 、 草 本 盖 度 、 草 本 种 
类 、 草 本 数量 ,草本 高 度 、 落 叶 层 盖 度 15 种 数值 型 
生态 因子 的 数据 是 否 呈 正 态 分 布 , 如果 数 据 不 符合 
正 态 分 布 , 则 采用 非 参数 检验 ， 即 Kruskal-Wallis 
test。 

对 15 个 数值 型 生态 因子 进行 判别 分 析 ， 由 于 
数据 不 符合 正 态 分 布 ,因此 先 对 数据 利用 Johnson 
分 布 体系 进行 标准 化 ,然后 采用 逐步 判别 分 析 对 4 
种 稚 类 的 生态 因子 进行 分 析 ， 以 确定 影响 四 种 稚 类 
生境 选择 差异 的 关键 因子 ,正确 判别 率 是 通过 逐步 
判别 分 析 获 得 的 。 








































































































































































































































































































































































































































































































172 动 物 学 研究 33 卷 
R1 研究 区 域 生态 因子 的 定义 和 描述 
Tab.1 Definitions and descriptions of habitat variables 
变量 Variables 定义 和 描述 Definition and description 
海拔 Elevation (m) GPS 直接 测定 高 度 


坡度 Slope degree (?) 


坡 向 Slope orientation (°) 























划分 3 种 类 型 : 











以 正 北 方向 为 05, 
半 阴 半 阳 坡 (67.5° 一 157.5° 和 247.59—337.5?) 






















































































































































































罗盘 仪 记录 看 到 4 种 奴 类 的 实体 或 痕迹 的 所 在 地 的 坡 面 倾斜 度 
治 逆 时 针 方 向 记 数 。 


阳 坡 (157.5° 一 247.5°)、 


阴 坡 (337.5° 一 67.5°) 和 





























































































































乔木 盖 度 Arbor coverage (%) ”在 10mx10m 范围 内 对 乔木 盖 度 测量 
乔木 种 类 Arbor species 在 10 mx10 m 范围 内 记录 乔木 种 类 
乔木 数量 Arbor quantity 在 10 mx10 m 范围 内 记录 乔木 数量 
灌木 盖 度 Shrub coverage (%) “在 10 mx10 m 范围 内 对 灌木 盖 度 测量 
灌木 种 类 Shrub species TE 10 mx10 m 范围 内 记录 灌木 种 类 
灌木 数量 Shrub quantity TE 10 mx10 m 范围 内 记录 灌木 数量 
灌木 高 度 Shrub height 测量 在 10 mx10 m 样 方 中 灌 木 的 平均 高 度 
草本 盖 度 Herbage coverage (96) 测算 10 mx10 m 样 方 中 4 个 角 和 中 心 点 5 个 1 mxl m 小 样 方 的 草本 覆盖 度 ， 取 平均 值 作为 10 mx10 m 样 方 的 草本 盖 度 
草本 种 类 Herbage species 测算 10 mx10 m 样 方 中 4 个 角 和 中 心 点 5 个 1 mxl m 小 样 方 的 草本 种 类 ， 取 平均 值 作为 10 mx10 m 样 方 的 草本 种 数 
草本 数量 Herbage quantity 测算 10 mx10 m 样 方 中 4 个 角 和 中 心 点 5 个 1 mxl m 小 样 方 的 草 茎 数目 ， 取 平均 值 作为 10 mx10 m 样 方 的 草本 数量 
草本 高 度 Herbage height 测算 10 mx10 m 样 方 中 4 个 角 和 中 心 点 5 个 1 mxl m 小 样 方 的 草本 高 度 , 取 平 均值 作为 10 mx 10 m 样 方 的 草本 高 度 
落叶 层 盖 度 Leaf litter coverage 测算 10 mx10 m 样 方 中 4 个 角 和 中 心 点 5 个 1 mxl m 小 样 方 的 落叶 盖 度 , 取 平均 值 作为 10 mx10 m 样 方 的 落叶 层 盖 度 
水 源 距离 Distance to water (m) 水 源 包 舌 水 沟 、 水 渠 、 poan 库 等 ,由 于 研究 地 点 水 源 较为 丰富 , 对 水 源 距离 的 测算 采用 估算 方法 ， 
即 估算 白 颈 长 尾 、 白 鹏 、 勺 鸡 、 灰 胸 竹 鸡 实体 或 痕迹 到 水 源 的 到 线 距离 

林 型 Vegetation type 根据 优势 乔木 的 种 类 , 分 为 阔 叶 林 、 针 阔 混 交 林 、 针 叶 林 、 江 从、 竹林 FAK. 

所 有 数据 分 析 均 利用 SPSS 12. 0 for Windows — (P<0.05), 而 在 其 余生 态 因子 上 无 显著 差异 (P>0.05) 
进行 。 ( 表 3). 
35m 3.2 ”四 种 稚 类 数值 型 生态 因子 的 逐步 判别 分 析 

在 典 则 系数 的 散布 图 上 可 以 看 出 官 山 自然 保 

3.1 ”四 种 稚 类 在 生态 因子 选择 上 的 差异 护 区 4 种 稚 类 的 生境 选择 具有 一 定 的 重 阁 和 分 离 ，, 

卡 方 分 析 表 明 ， 白 有 颈 长 尾 稚 、 白 网 、 勺 鸡 、 灰 。” 较 高 比例 (74.7%) 的 正确 判别 率 也 支持 了 这 种 差异 


胸 竹 鸡 这 4 Ph EZ 
下 FE 方 检验 ， 其 结果 表 
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上 均 无 显著 差异 ( 表 2); 对 
然 保 护 区 白 
5(7-18.204, df=4, P«0.01). Jk] 








AS 











ME 


Kruskal-Wallis test 检验 表明 ， 
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图 1 中 可 以 看 
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逐步 判别 分 析 表 明 ， 在 区 分 
种 稚 类 生境 选择 方面 有 一 系列 生态 





的 生境 选择 较 接 近 , 与 灰 胸 竹 鸡 
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因子 发 挥 作用 ， 


E el nin 草本 数量 、 灌 木 高 











4 PEKERI WE, FARME WERE W 
木 数量 、 灌 木 高 度 、 草 本 盖 度 、 草 本 种 类 、 草 本 数 
量 、 落 叶 层 盖 度 和 水 源 距 离 等 11 个 数值 型 生态 攻 
































子 上 差异 极 显 著 (P<0.01), 在 乔木 种 类 上 差异 显著 
表 2 四 种 稚 类 在 坡 向 和 林 型 选择 上 的 卡 方 检验 


Tab. 2 x text of slope orientation and vegetation type selection among four pheasants 
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me. 乔木 盖 度 、 坡度 、 落叶 
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AP) 坡 向 (df-2) MV (df=4) 
Sid FE iE 勺 鸡 Sid FE RB 勺 鸡 
RE 3.827 (0.148) 10.723(0.055) 
勺 鸡 0.852(0.653) 1.754(0.416) 18.204 (0.001**) 7.909(0.095) 
灰 胸 竹 鸡 2.328(0.313) 1.548(0.4610) 2.657(0.265) 13.982(0.024*) 4.149(0.386) 5.600(0.231) 





*P<0.05; **P<0.01. 
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表 3 四 种 稚 类 对 15 个 生态 因子 选择 性 的 比较 结果 
Tab.3 Comparison of habitat selection for four pheasants 
生态 因子 Sit FE HE it 勺 鸡 灰 胸 竹 鸡 Kruskal Wallis test 
Ecological factors Mean+SD Mean+SD Mean+SD Mean+SD X. (df=3) P 

海拔 Elevation (m) 525.16+110.91 618.14+292.75 755.404+302.86 353.614123.02 125.215 0.000** 
坡度 Slope degree (°) 19.85+13.41 24.33+13.35 23.16+11.90 12.83+11.40 45.985 0.000** 
乔木 盖 度 Arbor cover (96) 71.77+17.85 71.61+24.24 62.20+24.83 61.83+17.78 41.253 0.000** 
乔木 种 类 Arbor specie 4.53+1.61 4.85 +1.54 4.88+1.90 4.1741.35 13.000 0.041* 

乔木 数量 Arbor quantity 14.38+5.71 15.15 +5.56 15.12+7.24 18.70+£7.60 3.379 0.154 
HEAR it, RE Shrub cover (%) 51.26424.07 65.4842 1.03 62.20417.21 55.67414.96 27.648 0.000** 

灌木 种 类 Shrub specie 6.92+2.99 6.67 +1.64 7.00+1.69 6.23+1.64 8.467 0.078 
灌木 数量 Shrub quantity 32.00+17.49 33.83+26.07 44.92+16.00 40.63+13.54 46.181 0.000** 
灌木 高 度 Shrub height (m) 1.93+0.75 1.70 £0.57 1.40+0.67 1.10+0.36 75.246 0.000** 
草本 盖 度 Herbage cover (%) 43.30428.10 38.52+26.07 45.60423.02 51.834£19.88 19.097 0.000** 
草本 种 类 Herbage specie 6.67+5.80 3.89 £1.56 4.32+1.55 4.9741.18 33.569 0.000** 
草本 数量 Herbage quantity 62.32+65.06 20.30 £9.91 26.60+11.80 28.80+10.63 34.481 0.000** 

草本 高 度 Herbage height (m) 12.09+7.55 11.41 +5.41 10.84+5.34 11.13+4.22 0.813 0.846 
落叶 层 盖 度 Leaf litter coverage 73.49+18.19 70.04421.16 61.00+15.66 61.00+£19.19 35.742 0.000** 
水 源 距离 Distance to water 66.91+48.44 68.17+54.72 87.60+55.82 34.89428.99 68.860 0.000** 

*P«0.05; **P «0.01. 
6 9 ; . de 4 四 种 稚 类 生态 因子 的 逐步 判别 分 析 
9 O PH SHE FÉME eA : : 
x D rii Tab.4 Stepwise discriminant analysis of ecological factors 
al 9 A^ D of habitats used by four pheasants 
o QUK TEX Wilks 

o 图 质心 变量 名 称 Variable i F P 
P 2 海拔 Elevation (m) 0.733 46.589 0.000 
< 草本 数量 Herbage quantity 0.588 38.806 0.000 
= 0 o 灌木 高 度 Shrub height (m) 0.475 36.922 0.000 
oo 水 源 距离 Distance to water (m) 0.386 36.355 0.000 
-2 WEARS itz HE Shrub cover (%) 0.323 35.379 0.000 
乔木 盖 度 Arbor cover (96) 0.279 33.986 0.000 
4 H 坡度 Slope degree (°) 0.253 31.741 0.000 
4 -2 0 2 4 落叶 层 盖 度 Leaf litter coverage (6) 0.229 30.155 0.000 
函数 1 Axis | 灌木 数量 Shrub quantity 0213 . 28411 0.000 
草本 盖 度 Herbage cover (96) 0.207 26.121 0.000 





图 1 四 种 锥 类 生境 选择 的 判别 分 析 结 果 








Fig.1 Scatter diagram of habitat selection by four pheasants 


























差异 最 主要 的 因子 , 在 官 山 自然 保护 区 四 利 








表 4 中 可 以 看 出 海拔 是 区 别 4 种 稚 类 生境 选择 


Ph 稚 类 分 








ERTI 








布 在 海拔 200—1400 m, 它们 各 自 都 有 其 相对 集中 
分 布 的 区 间 。 白 颈 长 尾 扒 主要 分 布 在 海拔 400 — 800 

















m 之 间 ; AWS 224) 47 E 200—600 m 以 及 1 








000~1 


200 m 两 个 海拔 段 ; 勺 鸡 分 布 在 400—600 m 以 及 1 
000—1 200 m 两 个 海拔 段 ; 灰 胸 竹 鸡 主要 分 布 在 海 


{k 200—600 m 之 间 ( 图 2). 


4 讨 论 




















地 形 的 垂直 变化 对 动物 分 布 和 行为 的 影响 具 
有 重要 意义 (Wu et al, 2007)。 对 小 


型 总 类 
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和 乌 类 的 


研究 表明 , 具有 相似 营养 需求 的 同 域 分 布 动物 往往 


























结果 显示 , 4 BREE | 





























^J(K 2). 








相对 集中 于 山地 的 不 同 海拔 高 度 ， 从 而 呈现 出 从 低 
分 布 特征 (Wang & Wang, 1995)。 本 研究 


低 海 拔 地 带 到 高 海拔 地 带 均 
有 分 布 ; 不 同 海拔 梯度 中 物种 的 分 布 数量 明显 不 均 
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海拔 Altitude (m) 


R2 ”四 种 锥 类 在 各 海拔 段 的 比较 
Fig.2 Altitudes inhabited by the four pheasants 
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处 往往 人 为 活动 的 影响 较 强 ; 二 是 可 与 同 域 分 布 其 
他 3 种 稚 类 在 海拔 因子 上 形成 生态 位 分 离 ， 降低 同 
域 近 缘 物种 对 此 海拔 间 生 境 选 择 的 激烈 程度 ， 高 海 
拔 受 到 的 人 为 干扰 和 猪 捕 风 险 也 相对 较 小 。 逐 步 判 
别 分 析 的 结果 表明 , 海拔 是 4 种 稚 类 生境 选择 最 主 
要 的 差异 ( 表 4)。 

隐蔽 和 水 作为 生境 选择 的 要 素 (Ma et al, 2004), 
在 自然 环境 中 , 动物 进行 任何 活动 时 都 将 面临 捕食 
风险 的 压力 , 捕食 风险 是 影响 动物 生存 和 繁殖 的 重 
要 因素 之 一 (Wei et al, 2004)。 本 研究 显示 , 在 4 种 
HESS OL FRAN it BEE, 和 白 颈 长 尾 挫 对 乔木 盖 度 
的 要 求 最 高 [(71.77+17.85)%], 与 丁 平 的 研究 结果 
(Ding & Zhuge, 1988) 相同 ,也 有 研究 显示 灌木 层 
的 盖 度 才 是 白人 颈 长 尾 稚 更 为 重要 的 选择 条 件 (Shi 
& Zheng, 1997)。 因 此 有 学 者 认为 乔木 盖 度 在 白 颈 长 













































































































































































四 种 稚 类 在 海拔 400—599 m 间 竞 争 最 为 激烈， 
该 海拔 间 地 表 凋 落 物 层 较 厚 、 食 物资 源 及 水 源 相 对 
丰富 , 林 型 以 阔 叶 林 为 主 , 基本 上 能 满足 其 不 同 生 
活 史 阶段 栖息 所 需要 的 条 件 .4 种 稚 类 在 海拔 800— 
999 m 间 分 布 频率 比 相 邻 海拔 都 低 ， 可 能 是 坡度 大 
KATHEK ASAT SUAS EE, 尤其 对 灰 胸 竹 鸡 的 影响 最 为 
明显 , 在 800 m 以 上 无 灰 胸 竹 鸡 的 分 布 。 我 们 调查 
发 现 研究 地 点 在 此 海拔 段 的 坡度 高 达 50°? 以 上 。 有 
研究 显示 ， 纵 类 对 坡度 的 选择 与 体型 大 小 有 关 
















































































尾 稚 栖息 地 类 型 选择 中 起 决定 作用 , 灌木 盖 度 直接 
影响 白 公 长 尾 挫 栖息 地 利用 (Yang et al, 1999); A 
静 对 灌木 盖 度 的 要 求 最 高 [(65.48+21.03)%]， 并 对 
乔木 盖 度 的 要 求 也 较 高 , 已 有 研究 也 显示 相同 的 结 
果 (Li et al, 2006; Zheng et al, 2006)。 究 其 原因 与 白 
WS AR EARS, 尤其 雄 鸟 体 色 与 周围 的 环境 差别 大 ， 
容易 被 天 敌 和 捕猎 者 发 现 ; 灰 胸 竹 鸡 对 草本 盖 度 的 
要 求 最 高 [(51.83+19.89)%]， 灰 胸 竹 鸡 的 体型 小 ,， 嘉 
隐伏 (Lu, 1991), 可 以 在 草 从 间 喝 食 和 行走 ， 并 可 以 







































































(Kang & Zheng, 2007; Yan et al, 2010)。 在 4 种 稚 类 
中 灰 胸 竹 鸡 体型 最 小 ,活动 的 范围 和 强度 比 其 他 3 
种 稚 类 弱 ; 和 白 鹏 体型 最 大 , 在 官 山 自 然 保 护 区 几乎 
各 海拔 间 有 分 布 。 自 然 选 择 一 般 倾 向 于 让 那些 储存 
了 足够 能 量 、 生 长 达到 一 定 体型 的 个 体 扩 散 。 这 会 
提高 动物 扩散 的 成 功率 , 增加 扩散 的 距离 (Liu & 
Zheng, 2008), 在 官 山 自然 保护 区 白 代 长 尾 扒 主要 选 































































































有 效 地 躲避 天 敌 。 在 野外 观察 中 发 现 ， 灰 胸 竹 鸡 遇 
到 干扰 时 不 像 白 颈 长 尾 稚 或 白 哟 急于 飞 走 ,而 是 迅 
速 躲 于 灌 草 从 中 。 这 种 避 政 方式 与 红 喉 山 觅 艳 相 似 ， 
红 喉 山 贴 竟 受 到 威胁 时 ， 并 不 是 以 逃逸 避 开 威胁 ， 
而 是 潜伏 以 保护 色 避 敌 (Li et al, 2006)。 有 研究 表明 ， 
在 乔木 盖 度 或 灌木 盖 度 不 足 的 条 件 下 ， 隐 项 性 可 通 
过 灌木 密度 来 弥补 (Cao et al, 2007)。 茂 密 的 灌 从 环 

























































































择 中 低 海 拔 [(525.16+110.91) ml]， 与 徐 言 鹏 等 研究 
结果 相似 (Xu et al, 2007), 但 在 海拔 1 200 m 以 上 
无 分 布 。 该 海拔 以 上 林 型 主要 为 灌 从 ， 本 研究 结果 
也 表明 白 颈 长 尾 稚 避 人 免 对 灌 从 的 选择 。 海 拔 是 勺 鸡 
生境 选择 的 重要 因素 (Hussain et al, 2001), 勺 鸡 在 
官 山 自然 保护 区 主要 选择 中 高 海拔 地 区 [(755.40+ 
302.86) m], 在 海拔 400 m 以 下 无 分 布 , 不 同 研究 地 
点 勺 鸡 分 布 的 海拔 不 尽 相 同 ,多 集中 在 山体 的 中 上 
部 (Han & Wang, 1993; Jiang et al, 2007; Zhou et al， 
1996), 究 其 原因 有 二 : 一 是 与 研究 地 点 的 环境 及 勺 
鸡 的 生活 习性 有 关 , 勺 鸡 性 情 机 敏 惧 人 ,多 生活 在 
人 迹 罕 至 的 高 山 密 林 中 (Zhou et al，1996)， 低 海拔 






























































































































































境 会 为 挫 类 的 生存 提供 隐藏 场所 (Lu & Zheng, 2002; 
Lu & Zheng, 2003)。 本 研究 显示 , 勺 鸡 利用 样 方 中 
灌木 数量 较 其 他 3 种 稚 类 多 ( 表 3), DIG ^S ^E Bt rp 
的 隐蔽 条 件 也 是 通过 灌木 密度 实现 的 ,这 与 蓝 马 
鸡 、 石 鸡 、 白 马 鸡 、 稚 鸡 的 研究 结果 相似 (Jia et al, 
2005; Liu et al, 2005; Long et al, 2007; Zhou et al, 
2008). 4 种 稚 类 生境 选择 中 对 水 源 的 要 求 亦 有 较 大 
差异 (y=68.860, df=3, P<0.01)( 表 3)。 灰 胸 竹 鸡 水 源 
距离 小 于 其 他 3 种 稚 类 , 勺 鸡 的 水 源 距 离 大 于 其 他 
3 种 稚 类 ,。 低 海拔 的 地 方 ,水源 充足 ; 高 海拔 的 地 方 ， 
水 源 较 为 贫乏 。 尽管 4 种 锥 类 在 水 源 距 离 上 有 差异 ， 
但 其 均值 都 在 100 m 以 内 。 
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4 Ti ES TEBE RE (745.985, df=3, P<0.001) ETE 
在 极 显著 差异 , 白山 的 坡度 最 大 (24.331"+13.359)， 
灰 胸 竹 鸡 的 坡度 最 小 (12.833 吐 11.40 *)。 存 在 这 种 差 
FRR ALA, ESSER TT CANE, PR LEK 
来 说 ， 主 要 是 滑翔 方式 避 敌 (Yan et al, 2010), 坡度 
大 滑翔 距离 远 。 但 4 种 稚 类 的 坡度 均 不 是 很 了 汗 ， 这 
与 难 类 的 活动 能 力 有 关 (Kang & Zheng, 2007), 坡度 


























c 











参考 文献 : 


Begon M, Harper JH, Townsend CR. 1990. Ecology: Individuals, 
Populations and Communities. 2nd ed [M]. Oxford: Blackwell 
Scientific Publications. 

Cao M, Li W, Zhou W, Zhang XY, Zhang RG. 2007. Foraging sites during 
the early breeding stage of Syrmaticus humiae in the Nanhua Part of 
Ailaoshan National Nature Reserve[J]. J Zhejiang For Coll, 24(2): 
203-208. [E59], 45, JA, 张 兴 勇 , 张 仁 功 . 2007. RE HRA 
护 区 南华 片 黑 颈 长 尾 难 繁殖 早期 取 食 地 选择 [加 浙江 林学 院 学 报 ， 
24(2): 203-208.] 

Cui P, Kang M J, Deng WH. 2008. Foraging habitat selection by sympatric 
































Temminck's tragopan and blood pheasant during breeding season in 

southwestern China [J]. Biodiv Sci, 16(2): 143-149. HEIS, EINT, XE 

文 洪 . 2008. SERA TS Tr SA) n TI £C RE AE A LAE TE] Be X 9 

生物 多 样 性 , 162): 143-149] 

Dhondt AA. 1977. Interspecific competition between great and blue tit[J]. 
Nature, 268(5620): 521-523. 

Ding P, Zhuge Y. 1988. The ecology of Syrmaticus Ellioti Swinhoe[J]. Acta 
Ecol Sin, 8(1): 44-50. [ 丁 平 , 诸葛 阳 . 1988. ASH FÉAE(Syrmaticus 
ellioti Swinhoe) 的 生态 研究 [J]. 生态 学 报 , 8(1): 44-50.] 

Han DM, Wang QS. 1993. Ecology of Joretian koklass pheasant[J]. Zool 
Res, 14(1): 27-34. [ 韩 德 民 , 王 上 岐山. 1993. 勺 鸡 的 生态 研究 [中 . 动物 
学 研究 , 14(1): 27-34.] 

Han Q, Xia W F, Zhou CH. 2002. Biological characteristics of bamboo 
partridge and its primary farming[J]. J Econ Anim, 6(3): 33-36. [ 韩 庆 ， 
夏 维 福 ,， 周 春 红 . 2002. 竹 鸡 的 生物 学 特性 和 人 工 饲养 初探 四. 经 
济 动物 学 报 , 6(3): 33-36.] 

Hussain MS, Khan JA, Kaul R. 2001. Aspects of ecology and conservation 






















































































of Kalij Lophura leucomelana and Koklas Pucrasia macrolopha in the 
Kumaon Himalaya, India[J]. Trop Ecol, 42(1): 59-68. 

Jia F, Wang N, Zheng GM. 2005. Habitat selection and spatial distribution 
of white eared-pheasant Crossoptilon crossoptilon during early 
breeding period[J]. Acta Zool Sin, 51(3): 383-392. [Vi4E, 王楠， 郑 光 
X. 2005. Á 88 Zye ULP Hh ak PER ^ [8] 3 DI]. 动物 学 报 ， 
51(3): 383-392.] 

Jiang HR, Xue WJ, Wang JL, Zhang LB, Xu HF. 2007. Nest and Egg of 
koklass pheasant (Pucrasia macrolopha) in western slope of Mt. 
Qinling[J]. Sichuan J Zool, 26(3): 96-97. [eiii PENZA, "EM, 
TRIBLIK, IRER. 2007. RIR UREA IIS ONIN US. 四 川 动 
物 , 26(3): 96-97.] 

Kang MJ, Zheng GM. 2007. Home range and habitat selection of female 
lady amherst's pheasant during breeding period[J]. J Beijing Normal 
Univ (Nat Sci Ed), 43(5): 558-562. [康明 江 ， 郑 光 美 . 2007. 白 腹 锦 鸡 
雌 鸟 繁 殖 期 的 活动 区 和 栖息 地 选择 . 北京 师范 大 学 学 报 (自然 科学 
版 ), 43(5): 558-562.] 

Li H G, Lian Z M, Chen C G. 2009. Winter foraging habitat selection of 


brown-eared pheasant (Crossoptilon mantchuricum) and the common 










































































pheasant (Phasianus colchicus) in Huanglong Mountains, Shanxi 
Province[J]. Acta Ecol Sin, 29(6): 335—340. 
Li N, Zhou W, Li W, Zhang Q, Wang XR. 2010. Comparison of roosting 





T 





KAKAR MRE, BOE BREA A YE 
RAVES A SRE o 














致谢 : 野外 工作 得 到 江西 官 山 国 家 级 自然 保护 
区 管理 局 全 体 工作 人 员 的 支持 和 帮助 ， 南 京 森 林 警 
察 学 院 修 森林 副教授 ， 姓 阳 湖 国家 级 自然 保护 区 管 
理 局 金 杰 锋 对 论文 写作 给 予 帮助 ， 在 此 一 并 感谢 。 


habitat characteristics of two sympatric pheasants during springtime at 
Dazhong Mountain, southwestern China[J]. Chin Birds, 1(2): 132-140. 

Li W, Zhou W, Zhang XY, Cao M, Zhang RG. 2006. Spring foraging sites of 
three pheasants at Nanhua Part in Ailaoshan National Nature 
Reserve[J]. Zool Res, 27(5): 495-504. [ 李 伟 ， 周 伟 , 1X5, WH, ok 
仁 功 . 2006. 衣 牢 山 国家 级 自然 保护 区 南华 片 三 种 锥 类 春季 取 食 地 
利用 比较 . 动物 学 研究 , 27(5): 495-504.] 

Liu XZ, Wu HP. 2005. Scientific Survey and Study on the Guanshan Nature 
Reserve in Jiangxi Province[M]. Beijing: China Forestry Publishing 
House. [ 刘 信 中 ， 吴 和 平 . 2005. 江西 官 山 自然 保护 区 科学 考察 与 研 
究 报告 [M]. 北京 : 中 国 林 业 出 版 社 . 

Liu Y, Zhang ZW. 2008. Research progress in avian dispersal behavior[J]. 
Acta Ecol Sin, 28(4): 1354-1365. [ 刘 阳 , 张 正 旺 . 2008. 鸟 类 的 扩散 
行为 研究 进展 . 生态 学 报 , 28(4): 1354-1365. 

Liu ZS, Cao LR, Li ZG, Li T, Wang XM. 2005. Winter habitat selection of 
blue eared pheasant (Crossoptilon auritum) in Helan Mountain, 
China[J]. Chin J Zool, 40(2): 38-43. [XJR Æ, SWR, 李志刚 ， 李 涛 ， 

王小明 . 2005. 贺兰山 蓝 马 鸡 越冬 期 栖息 地 的 选择 [ 相 . 动物 学 杂志 ， 
40(2): 38-43.] 

Long S, Zhou CQ, Wang WK, Wei W, Hu JC. 2007. The Habitat and 
Nest-site selection of common pheasants in spring and summer in 
Nanchong, China[J]. Zool Res, 28(3): 249-254. [ 龙 帅 ， 周 村 权 , 王 维 

Æ, Mig, HH. 2007. 南充 难 鸡 的 梨 址 选择 和 春 夏季 栖息 地 选 
TE. 动物 学 研究 , 28(3): 249-254. ] 

LuTC. 1991. China Rare Endangered Wild Galliformes[M]. Fuzhou: Fujian 
Science and Technology Press. [ 卢 汰 春 . 1991. 中 国 珍稀 濒危 野生 鸡 
KIM]. 福州 : 福建 科学 技术 出 版 社 .] 

Lu X, Zheng GM. 2002. Habitat use of Tibetan eared pheasant Crossoptilon 
harmani flocks in the non-breeding season[J]. 1bis, 144(1): 17-22. 

Lu X, Zheng GM. 2003. Reproductive ecology of Tibetan Eared Pheasant 
Crossoptilon harmani in scrub environment, with special reference to 
the effect of food[J]. bis, 145(4): 657-666. 

Ma JZ, Zou HF, Jia JB. 2004. Wildlife Management. 2nd ed[M]. Harbin: 
Erbing: Northeast Forestry University Press. [538 3€, ApZr4E, visé 
波 . 2004. 野生 动物 管理 学 (第 二 版 )[M]. 哈尔滨 : 东北 林业 大 学 出 
版 社 .] 

Peng C G, Chu G Z, Guo J H. 1994. Autumn food composition of the silver 
pheasant and white-necked Long-tailed pheasant in Nianzhu Forest 
Farm, Daganshan, Jiangxi Province[J]. For Res, 7(5): 574-578. [£4 
TR, 楚 国 忠 , 郭 品 华 . 1994. YLVU A Pd ERG A SK FATE 
MEIER WAN. 林业 科学 研究 , 7(5): 574-578.] 

Shi JB, Zheng GM. 1997. The seasonal changes of habitats of elliot's 
pheasant[J]. Zool Res, 18(3): 275-283. [ 石 建 斌 ， 郑 光 美 . 1997. AB 
长 尾 稚 栖息 地 的 季节 变化 . 动物 学 研究 , 18(3): 275-283.] 

Sun RY. 2001. Animal Ecology Principle. 3rd ed[M]. Beijing: Beijing 
Normal University Press. [ 孙 癸 泳 . 2001. 动物 生态 学 原理 (第 三 版 ). 
北京 : 北京 师范 大 学 出 版 社 .] 

Wei WH, Yang SM, Fan NC, Zhou L. 2004. The response of animal's 
foraging behaviour to predation risk[J]. Chin J Zool, 39(3): 84-90. [E 
























































































































































































































































176 动 物 





万 红 , ELR, 85755, 周 乐 . 2004. 动物 竟 食 行为 对 捕食 风险 的 反 
应 . 动物 学 杂志 , 39(3): 84-90.] 

Wu PJ, Zhang H, Zhang ED. 2007. Vertical distribution and habitat 
differentiation of main artiodactyls in Tibet Cibagou Nature Reserve of 
China in spring[J]. Chin J Ecol, 26( 10): 1569-1573. [吴鹏 举 , TK, 
张 恩 迪 . 2007. 西藏 逆 巴 沟 自 然 保 护 区 主要 偶蹄 类 动物 春季 垂直 分 
ARUBA E. 生态 学 杂志 , 26(10): 1569-1573.] 

Wu YQ, Liu NF. 2010. Nest site selection of blue-eared pheasant 
(Crossoptilon auritum) in south Gansu, China[J]. Chin J Ecol, 29(7): 
1393-1397. [ 吴 逸 群 , 刘 适 发 . 2010. "Ho Fa PES H3 D SERE JR. 

生态 学 杂志 , 29(7): 1393-1397.] 

Xu YP, Zheng JW, Ding P, Jiang PP, Cai LY, Huang XF, Yao XH, Xu XR, 
Yu ZP. 2007. Seasonal change in ranging of Elliot's pheasant and its 







































































determining factors in Guanshan National Nature Reserve, Jiangxi[J]. 
Biodiv Sci, 15(4): 337-343. [ 徐 言 朋 , MACK, JP, HEE, GERRY, 
黄 晓 风 ， 姚 小 华 , 徐 向 荣 , 余 泽 平 . 2007. 官 山 se Fe MET 5) DX Sak 
海拔 高 度 的 季节 变化 及 其 影响 因素 . 生物 多 样 性 , 15(4): 337-343.] 

Yan YF, Bao XK, Liu NF. 2010. Brooding habitat selection of himalayan 
snowcock (Tetraogallus himalayensis) in the Yanchiwan Nature 
Reserve, Gansu Province[J]. Acta Ecol Sin, 30(9): 2270-2275. [ 闫 永峰 ， 
包 新 康 , 刘 适 发 . 2010. 盐池 湾 自 然 保护 区 喜马拉雅 雪 鸡 育 维 栖息 
地 选择 . 生态 学 报 , 30(9): 2270-2275.] 

Yang YW, Ding P, Jiang SR, Zhuge Y. 1999. Factors affecting habitat used 
by elliot's pheasant (Symaticus Ellioti) in mixed coniferous and 
broadleaf forests[J]. Acta Zool Sin, 45(3): 279-286. [ 杨 月 伟 ， 丁 平 ， 姜 

仕 仁 ,诸葛 阳 . 1999. FRESTAR A A KERER E H AH S 

因子 研究 . 动物 学 报 , 45(3): 279-286.] 








































































































研 究 33 卷 


Yao YH, Wang DJ, Yang HY, Yu ZB, Wu CB, Wu ZT, Ai XJ. 2007. 
Biological Characteristics and Economic Value of Bambusicola 
thoracica{J]. Sichuan J Zool, 26(3): 592-594. [ 姚 银 花 ， 王 定 江 , WIM 
远 , RE, 吴 朝 斌 , RE, KEA. 2007. 灰 胸 竹 鸡 的 生物 学 特 
性 及 经 济 价值 . 四 川 动物 , 26(3): 592-594.] 

Yu CX, Yang G, Li D, Zhou F. 2011. Ecological distribution and spatial 
niche of pheasants in the Karst mountains of southwest Guangxi 
Province, China[J]. Zool Res, 32(5): 549—555. [4xJic/&, 杨 岗 ， 李 东 ， 
周 放 . 2011. REDE ME IR LS MES T EAS 2) RI TRI EASA 
动物 学 研究 , 32(5): 549—555.] 

Zhang GG, Zhang ZW, Yang FY, Li SG. 2011. Habitat selection of 
brown-eared pheasant at the Wulushan national nature reserve of 
Shanxi, China[J]. Chin Sci Silv Sin, 46(11): 100-103. [ 张 国 钢 ， 张 正 旺 ， 
杨 凤 英 ， 李 世 广 . 2011. 山西 五 鹿 山 自然 保护 区 褐 马 鸡 柄 息 地 的 选 
FE. 林业 科学 , 46(11): 100-103.] 

Zheng JW, Ding P, Xu XJ, Xia GR. 2006. Effects of habitat patch on 
Lophura nycthemera population[J]. Chin J Appl Ecol, 17(5): 951-953. 
DEZ, TF, RAI, BER. 2006. ANS AHA) 4G GA BE 
块 特征 的 关系 . 应 用 生态 学 报 , 17(5): 951-953.] 

Zhou TL, Wang PX, Han RF. 1996. A preliminary study on the ecology of 
koklas pheasant (Pucrasia macto opa) in Guanshan Forests[J]. Zool 
Res, 17(1): 52-58. JARIK, EASA, HGF an. 1996. 关山 林 区 勺 鸡 生 
态 的 初步 研究 . 动物 学 研究 .170D: 52-58.] 

Zhou XY, Wang XM, Jiang ZH. 2008. Winter habitat selection of alectoris 
chukar potanini in Helan Mountains, China[J]. J Northeast For Univ, 
36(4): 32-34. JAER, 王晓明, 姜 振 华 . 2008. 贺兰山 石 鸡 越冬 期 栖 
息 地 的 选择 . 东北 林业 大 学 学 报 , 36(4): 32-34.] 









































































































































zh 物 学 研究 2012, Apr. 33(2): 177-181 CN 53-1040/Q ISSN 0254-5853 
Zoological Research DOI; 10.3724/SP.J.1141.2012.02177 


EARR ERAR RA s 4 
胡 开 良 1!, 5? 谭 梁 静 2 mau 


? 








CL. 临沂 大 学 生命 科学 学 院 , 山东 临沂 276000; 2. 广西 师范 大 学 生命 科学 学 院 , 广西 桂林 541004;3. 广东 省 昆虫 研究 所 , 广东 广州 


510260) 
































o 


ga 























HE: 2005 年 9 一 11 月 在 贵州 省 安 龙 县 笃 山 乡 暗 河村 , 分 析 了 共 栖 同一 山洞 3 P e ESENE T 
在 体型 上 ， 华 南 水 鼠 耳 师 体重 为 (4.46 士 0.53) g, 前 辟 长 为 (34.63 土 1.45) mm; 毛 腿 鼠 耳 蝠 体重 为 (5.15 士 1.76) g, ii 
臂 长 为 (35.20 士 1.07) mm; 西南 鼠 耳 晤 体重 为 (10.94 士 0.87) g, 前 辟 长 为 (45.21 土 1.15) mm。3 种 鼠 耳 蝠 的 体重 两 7 
之 间 差 异 显著 ,西南 鼠 耳 晤 与 另外 2 种 鼠 耳 蚁 的 前 臂 长 相 比 两 两 之 间 差 异 显 著 。 在 食物 组 成 上 ,华南 水 鼠 耳 蝠 主 
要 捕食 近 水 面 活动 的 双 翅 目 及 其 幼虫 体积 百分比 和 频次 百分比 分 别 为 79.7% 和 100%; 毛 腿 鼠 耳 晤 主要 捕食 双 翅 
目 和 小 型 蒜 翅 目 ， 体 积 百 分 比分 别 占 59.6961 28.8%， 频 次 百分比 分 别 为 91.3% 和 80.1%; 西南 鼠 耳 蝙 的 食物 组 成 
主要 为 近 地 面 或 在 地 表 活动 的 鞘翅 目 步 甲 科 和 埋葬 虫 科 昆 虫 ,体积 百分比 和 频次 百分比 分 别 为 80.8% 和 100%; 3 
种 鼠 耳 蝠 食物 组 成 存在 显著 差异 。 结 果 表 明 , 同 地 共 栖 3 种 鼠 耳 蝠 除了 形态 结构 上 出 现 差异 ,食物 组 成 也 存在 明 
显 的 差异 。 据 此 ,推测 3 种 鼠 耳 蝙 可 能 采取 不 同 的 捕食 生境 和 捕食 策略 ， 从 而 导致 捕食 生态 位 分 离 ， 避免 出 现 激烈 
竞争 , 使 得 3 种 近 缘 鼠 耳 蝠 能 够 同 地 共 栖 。 


关键 词 : 食性 ; 同 地 共 栖 种 ; 生态 位 ; BUDE 
中 图 分 类 号 : Q959.833; Q958.122.5 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2012)02-0177-05 
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Dietary differences and niche partitioning in 
three sympatric Myotis Species 


HU Kai-Liang', YANG Jian’, TAN Liang-Jing?, ZHANG Li-Biao^" 


(1. College of Life Sciences, Linyi University, Linyi, Shandong 276000, China; 2. College of Life Sciences, Guangxi Normal University, 
Guilin 541004, China; 3. Guangdong Entomological Institute, Guangzhou 510260, China) 


Abstract: The morphology and diet characteristics of three Myotis species roosting in the same cave were studied in 
Anlong County, Guizhou from September to November 2005. The three mouse-eared bats were the Chinese water myotis 
(Myotis laniger) “body mass: (4.46 +0.53) g, forearm: (34.63 +1.45 mm)”, fringed long-footed myotis (Myotis 
fimbriatus) “body mass: (5.15 +1.76) g, forearm: (35.20+1.07) mm" and szechwan myotis (Myotis altarium) “body 
mass: (10.94 +0.87) g, forearm: (45.21 +1.15) mm” . There were significant differences in the body masses of the three 
species. The forearm length of M. altarium was significantly longer than the other two species. M. laniger preyed mostly 
on dipsters and their larvae (79.7% in volume and 100% in frequency, Diptera). M. fimbriatus preyed mostly on dipsters 
and small beetles (59.6% and 91.3%, Diptera; 28.8% and 80.1%, Coleoptera). The prey of M. altarium was mostly 
ground-dwelling beetles (80.8% and 100%, Carabidae and Silphidae, Coleoptera). These dietary examinations indicate 
that the three species are highly adapted to different foraging habitats. Our work suggests that the spatial differences in 
foraging niches and trophic resource partitioning represent the major mechanism behind the levels of co-existence seen in 
this particular bat community. 


Key words: Diet; Sympatric species; Niche; Myotis 


BR EL IH Js (Myotis) 2 #8 F H (Chiroptera) i Hi FF 1993)。 鼠 耳 蝠 大 部 分 为 食 虫 蜗 蝠 ,也 有 食 鱼 的 种 类 ， 
(Vespertilionidae) 中 分 布 最 广 、 种 类 最 多 的 一 个 属 ; QA AL BR AEE (Myotis ricketti), 但 它 同 时 也 捕食 昆 
我 国 已 知 共 16 Th, 贵州 分 布 有 6 种 (Luo et al, — "(Ma et al, 2003, 2005)。 不 同 种 类 的 鼠 耳 晤 常常 共 
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栖 一 地 ， 这 必然 会 引起 对 食物 和 空间 资源 的 竞争 。 
Gaisler & Bauerova (1985) 认 为 不 同 种 类 的 蝙蝠 具有 
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YASH, 海拔 1 000—1 300 m, E T RIN 
年 均 温 较 高 ,热量 

















不 同 的 捕食 策略 及 食物 资源 ， 从 而 尽量 避免 种 间 癌 

。 鼠 耳 蝠 属 有 很 多 形态 相 类 似 且 常常 共 栖 一 地 的 
种 类 ， 其 捕食 策略 及 食物 结构 却 不 相同 。 如 大 鼠 耳 
Wá(M. myotis URH fe ELM. blythii), 这 两 种 形态 
非常 相似 的 蝙 晤 (Arlettaz et al, 1991; Ruedi et al, 
1990) 常 常 共 栖 一 地 ， 而 食性 却 大 不 相同 ， 前 者 喜欢 
在 地 面 取 食 步 甲 类 昆虫 , 后 者 则 喜 食 得 斯 类 
(Arlettaz, 1996, 1999; Arlettaz & Perrin, 1995; 
Arlettaz et al, 1991, 1993, 1997). JE I HE REIM. 
evotis)flJ6 35 REIM. auriculus) E A ERABCYRA JJ 
是 同一 个 种 (Genoways & Jones Jr, 1969), 但 食性 分 
析 后 发 现 前 者 的 主要 食物 为 夜 峨 类 ， 后 者 则 喜 食 甲 
虫 (Black, 1974)。Begon et al (1996) 提 出 了 “食物 资 
源 分 化 是 动物 群落 在 一 定 生 境 共 存 的 关键 ”的 生态 
六 理论， 可 见 捕食 生态 位 的 分 离 是 不 同 种 蝙蝠 ， 特 
别 是 近 缘 种 能 够 同 地 共 栖 的 关键 。 
Ik BALM. daubentoni) t KRANE N 
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以 及 耕作 旱地 、 
每 隔 2 周 采样 1 次 , 每 次 3 晚 ， 总 


好 , 但 


水 面 、 
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热带 气候 ， 


E 境 


主要 为 呈 斑 块 状 分 布 的 常 绿 阔 叶 落 叶 混交 林 、 石 山 
灌 草 从 和 人 竹林。 
计 采 样 4 次 


共计 12 晚 。 从 夜间 20: 00 一 次 日 6: 00 在 洞口 悬 





挂 务 网 , H 
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鉴定 种 类 、 性 别 ， 测 


L^ 
前 臂 长 、 





0.1 g). 


头 体 长 和 耳 长 (游标 卡 


32 只 和 西南 鼠 耳 蝙 22 只 
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. 2275 Luo et al (1993) 








量 体 重 (弹簧 秤 称 量 ， 精 确 至 
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0.1 mm)。 将 蝙蝠 装 入 干净 小 布袋 , 每 袋 


























行 编号 。 











中 待 分 析 , 然后 


次 日 清 


ce icf 


EE fi 








Y 


F! 





























捕捉 环境 中 的 昆虫 Pe See 
照 标 本 (Whitaker Jr, 1987). 
参考 Kunz & Parsons (1988) 
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内 释放 。 我 们 同时 还 
Ph 昆虫 残骸 鉴定 的 参 








醇 中 至 少 12 h (Belwood & Fenton, 1976), 然后 将 








便 蜂 粒 置 于 增 养 由 中 ,并 在 增 养 下 下 部 放 一 细 网 第 


























布 于 古 北 界 ( 欧 亚 大 陆 ) 的 种 类 , 分 布 于 中 国 的 长 期 
以 来 被 认为 属于 水 鼠 耳 蝠 , 包括 3 亚 种 ,分 别 为 M. 
d. loukashkini.M. d. volgensis A M. d. laniger (Wang, 
2003)。 我 国 华南 地 区 的 M. d. laniger 因 体型 较 小 ， 
前 臂 长 小 于 36 mm, Topal (1997) 将 其 提升 为 种 , 命 
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计 各 类 


13.0 for Windows 软 伯 











名 为 华南 水 鼠 耳 蚁 (MK laniger), 这 一 观点 已 被 后 来 
的 学 者 所 接受 (Pan et al，2007; Smith et al，2008; 
Wang et al, 2010)。 毛 腿 鼠 耳 蝙 (M. fimpriatus) 与 华南 
水 鼠 耳 蝠 在 外 形 上 非常 相似 ,为 我 国 特有 种 ; 西南 
鼠 耳 蝙 (M.，altarium) 也 属于 我 国 的 特有 种 ， 数 量 较 
稀少 (Luo et al, 1993)。 

Zhou (2001) 对 毛 腿 鼠 耳 蝠 夏季 的 食性 进行 过 
研究 ， 目 前 还 没有 关于 华南 水 鼠 耳 蝠 和 西南 鼠 耳 昭 
食性 的 研究 报道 。 本 文 对 共 栖 于 贵州 安 龙 一 山洞 中 
的 华南 水 鼠 耳 晤 、 毛 腿 鼠 耳 晤 和 西南 鼠 耳 晤 食性 ; 
行 研究 和 比较 ,并 结合 形态 特征 的 差异 和 捕食 策 
探讨 3 种 鼠 耳 蝙 同 地 共 栖 的 机 制 。 


1 材料 和 方法 


野外 工作 于 2005 年 秋季 9 一 11 月 在 贵州 省 
龙 县 笃 山 乡 姜 家 洞 (N 25°19', E 105°05") 进 行 。 该 
为 一 单 进口 洞 , 洞口 海拔 1 024 m， 朝 西北 洞口 
3m, i 2m, MKA 1000 m。 洞 内 潮湿 ， 有 多 处 积 
水 ,多 处 有 石柱 、 石 慢 和 石 钟 乳 等 。 该 地 区 属于 岩 
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2.1 形态 特征 


经 One-way ANOVA 的 LSD 
示 , 3 种 鼠 耳 蝙 的 体重 
两 之 间 差 异 显著 (P<0.05)， 


统计 分 析 显 


鼠 耳 蝠 的 前 臂 
华南 水 鼠 耳 则 
(P>0.05) 3 




















为 检验 水 准 ， 
(MeanzSE) 7r o 


统计 结果 以 平均 值 





A, XAS H SEXE $1 
昆虫 所 占 的 体积 
F 进 行 处 理 分 析 。 
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的 昆虫 残骸 ,参考 郭 振 中 
州 农林 昆虫 志 》(Guo et al, 1987), 主要 
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类 便 分 析 法 分 析 
串 的 食物 组 成 。 先 将 头 便 浸泡 于 70% 的 异 丙 
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据 用 SPSS 














只 百分比 。 所 有 数 
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单 因素 方差 分 析 (One-way ANOVA), 以 P=0.05 
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两 两 差异 显著 性 
AAK, PEKA 
耳 晤 与 另外 2 种 
长 相 比 两 两 之 间 差 异 显著 (P<0.05)， 
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P BE 
耳 最 长 且 向 前 折 超 出 吻 端 很 多 ; 











型 最 小 , 耳 长 也 最 短 ( 表 1)。 华 南 水 鼠 
耳 电 体型 相似 ， 后 者 在 体型 上 稍 大 于 前 
密生 绒毛 , 据 此 可 将 两 者 
三 种 鼠 耳 蝠 的 食物 组 成 

Hug BD op Hr 5 粒状 
509 粒 。 结 果 表 明 ，3 pigs: 
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表 1 [SAMARAS A bk 
Tab. 1 Comparison of morphological data of three Myotis species 
参数 ERIK RUIE ERUPE HAREE 
Parameter Myotis laniger (n=46) Myotis fimbriatus (n=32) Myotis altarium (n=22) 
体重 Body mass(g) 4.46 +0.53a 5.15 1.76b 10.94 0.87c 
前 臂 长 Forearm length (mm) 34.63 -1.45a 35.204 1.07a 45.21+1.15b 
头 体 长 Body length (mm) 41.06 士 2.19a 44.43 士 1.83b 53.93 -2.13c 
耳 长 Earlength (mm) 12.00+1.10a 14.21 +0.58b 20.60 1.90c 
注 : 每 一 参数 中 , 不 同 物 种 间 的 不 同 字 母 (a, b, c) 表 示 不 同 物种 之 间 差 异 显著 (P<0.05); 相同 字母 表示 不 同 物种 间 差 异 不 显著 
(P>0.05)。 
Note: For each parameter, different letters (a, b, c) indicate a statistical significance (P<0.05); the same letters mean P>0.05. 
中 华南 水 鼠 耳 蝠 主要 捕食 近 水 面 活动 的 双 翅 目 XH HL. ATERA H ECRIRE f F ER EE 
(Diptera) 及 其 幼虫 ,体积 百分比 和 频次 百分比 分 别 于 鲜 翅 目 昆 虫 食物 存留 在 肠 道 内 的 时 间 比较 长 
28 79.7948 100%, FLUKA) LHASA (Coleoptera, ”有 时 甚至 多 达 几 天 , 不 能 精确 估算 其 凑 便 中 的 食物 
主要 为 金 怨 子 科 Scarabaeidae) A ff 3H H 体积 百分比 ,但 结合 频次 百分比 ,应 能 较 准 确 反映 


(Lepidoptera), 体积 





百分比 分 别 占 6.4% 和 4.3%, Jii 


次 百分比 分 别 为 34.9% 和 20.3%; EPE GX Eg EE 


捕食 双 翅 目 和 小 型 


We 
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蝇 食 物 组 成 中 的 比例 。 





虽然 3 种 蝙蝠 的 食物 


FH MAT HRS (GE 2), 然而 经 对 体积 百分比 One-way 


ANOVA 的 LSD 两 两 差异 显著 






















































































性 统计 分 析 显 示 ，3 

















































































































































































































































































































EG 
(Chrysomelidae) £l az f& T #}(Scarabeidae)], fH Tib Bt EE BOSE EGER. Sed HIT hA A P P3 Zo [RE FE 
分 比分 别 占 59.6991 28.8%， 频次 百分比 分 别 为 ” 显著 (P<0.05); 华南 水 鼠 耳 量 和 毛 腿 鼠 耳 晤 对 毛 翅 
91.3% 和 80.1%; 西南 鼠 耳 蝠 的 食物 组 成 主要 为 近 目的 捕食 存在 显著 差异 (P<0.05); oS UBI H fr, 
地 面 或 在 地 表 活 动 的 鞘翅 目 [ 步 甲 科 (Carabidae) 和 华南 水 鼠 耳 蝠 与 另外 2 种 鼠 耳 蝙 无 显著 差异 
埋葬 虫 科 (Silphidae)] 昆 虫 ， 体积 百 分 比 和 频次 百 分 ”(P>0.05)， 毛 腿 鼠 耳 蝠 与 西南 鼠 耳 晤 之 间 差 寞 显著 
比分 别 为 80.8% 和 100%( 表 2)， 其 它 目 的 昆虫 体积 (P«0.05). 
百分比 总 计 仅 占 不 到 20%， 频次 百分比 也 远 低 于 箭 
表 2 三 种 鼠 耳 晤 的 食物 组 成 比较 (体积 百分比 和 频次 百分比 , %) 
Tab.2 Comparison of each prey category in faecal pellets of three Myotis species (volume percent and frequency percent, %) 
4E Fg 7K Bs EEG EPE BEI PETA bot EL 
食物 组 成 Myotis laniger (n=232) Myotis fimbriatus (n=161) Myotis altarium (n=116) 
Food items 体积 百分比 频次 百分比 体积 百分比 频次 百分比 体积 百分比 频次 百分比 
V% F% V% F% V% F% 
JH H Coleoptera 6.4+5.0a 34.9 28.8 土 11.2b 80.1 80.8 土 14.4c 100.0 
EEH Lepidoptera 4.33-3.7ab 20.3 4.8 +4.5a 26.1 3.5 土 2.8b 15.5 
XA Diptera 79.74 16.8a 100.0 59.6 -- 13.8b 91.3 1.63: 1.7c 9.5 
ED Orthoptera 0 0 0 0 2.92.8 22 
脉 翅 目 Neuroptera 0 0 0 0 1.0 士 0.9 3.4 
ÆW H Trichoptera 1.9+2..2a 8.2 2.943.4b 12.4 0 0 
未 鉴定 Not identified 7.5+3.0 3.8 士 2.2 9.7 士 3.3 
每 一 参数 中 不 同 物种 间 的 不 同 字母 含义 同 表 1 。 
For each parameter, different letters among species is the same as shown in Tab.1. 
3 讨论 (Siemers & Schnitzler, 2004)。 尽 管 这 种 行为 是 由 进 
ve 
化 因素 还 是 生态 因素 引起 的 目前 还 存在 争议 , 但 至 
同 地 共 栖 的 动物 物种 间 为 避免 彼此 间 的 激烈 ” 少 在 这 一 点 上 存在 共识 : 这 种 行为 一 旦 建立 ， 即 会 
竞争 至 少 要 在 某 一 维 的 生态 位 上 利用 不 同 的 资源 “引起 资源 的 分 割 ， 使 得 不 同 的 物种 能 够 共存 ， 从 而 
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促进 了 物种 多 样 性 (Fox, 2004). Arlettaz et al (2000) 
认为 食物 资源 竞争 影响 蝙蝠 的 种 群 格局 ,同一 山洞 
的 几 种 蝙 晤 种 间 竞 争 明 显 (Gause，1934), 它们 能 分 
享 栖息 环境 应 与 生态 位 分 化 不 可 分 割 (Swift & 
Racey, 1983). KE, dili EAE AS AT Pe EP E 
地 共 栖 的 关键 因素 之 一 (Arlettaz, 1999). 

华南 水 鼠 耳 蝠 和 毛 腿 鼠 耳 蝠 形态 上 非常 接近 ， 
我 们 此 次 通过 对 同居 一 地 的 两 种 师 蝠 的 形态 、 食 物 
组 成 的 研究 发 现 , 两 者 存在 显著 差异 。Liu et al 


















































































































































(2003) 结 合 回声 定位 叫 声 的 声波 特点 分 析 推 断 毛 腿 
鼠 耳 幅 多 在 不 太 复 杂 的 近 距 离 环 境 中 捕食 ,并且 发 




















现 其 食物 中 双 翅 目的 昆虫 的 比例 高 达 87%。 本 研究 
发 现 ， 毛 腿 鼠 耳 晤 和 华南 水 鼠 耳 蝠 均 捕 食 相 当 数 量 
的 双 翅 目 ， 但 华南 水 鼠 耳 蝠 食物 组 成 中 双 翅 目 显 著 
多 于 毛 腿 鼠 耳 蝠 。 由 于 条 件 所 限 ， 本 研究 没有 对 师 
晤 的 捕食 行为 进行 跟踪 研究 ,但 本 研究 中 华南 水 鼠 
耳 蝠 的 食物 中 有 相当 多 是 靠近 水 面 活 动 的 双 翅 目 
幼虫; 而 早 前 对 同一 地 区 毛 腿 鼠 耳 蝠 的 研究 发 现 其 
主要 是 在 旱地 上 空 捕食 (Zhou，2001)， 说 明 两 者 虽 
然 都 捕食 双 翅 目 昆虫 , 但 其 捕食 空间 发 生 了 分 化 。 

许多 研究 表明 , 很 多 近 缘 物种 形态 的 差异 造成 
它们 食物 的 差异 (Schluter 2000)。 与 毛 腿 鼠 耳 蝠 相 
比 ， 西 南 鼠 耳 晤 体型 较 大 且 有 着 相对 较 长 的 耳 杀 。 
Fenton & Bogdnowicz (2002) 研 究 证 实 , 近 地 面 或 在 





































































































































































































































































































中 或 近 地 面 等 背景 噪声 复杂 的 环境 中 的 昆虫 。 我 们 
的 研究 发 现 ， 虽 然 毛 腿 鼠 耳 蝠 和 西南 鼠 耳 蝠 都 捕食 
大 量 的 鞘翅 目 昆虫 , 但 西南 鼠 耳 昭 捕 食 的 多 为 近 地 
面 或 在 地 表 活 动 的 步 甲 科 和 埋 匡 虫 科 的 昆虫 ,而 毛 
腿 鼠 耳 蝠 捕食 的 主要 为 在 空中 飞行 的 小 型 鞘翅 目 
昆虫 , 其 捕食 空间 发 生 了 分 化 。 同 时 两 者 食物 组 成 
中 的 鞘 怒 目 差异 显著 ,西南 鼠 耳 蝙 食 物 中 的 鞘翅 目 
Xx ETE BON. 
周 江 于 1999 年 和 2000 年 夏季 对 同一 地 区 毛 腿 
鼠 耳 蝠 的 食性 进行 了 研究 (Zhou，2001)， 发 现在 其 
食物 组 成 中 ,， 双 却 目 的 体积 百分比 , 占 83.8%, mH 
WA, NE 3.196; 我 们 此 次 对 其 食性 的 研究 结果 发 
DL, FRAIL PIA 28.896, TOGA, h 
59.6%. Altringham et al (1998) 认 为 蝙蝠 的 食物 组 成 
和 季节 变化 与 环境 中 食物 的 丰富 度 有 关 , 如 Ma et al 
(2005) 通 过 对 北京 房山 地 区 的 大 足 鼠 耳 蝠 两 年 的 烘 
便 样 品 进行 分 析 后 发 现 , 两 年 间 的 食物 成 分 含量 差 
异 显著 。 由 此 可 推测 ， 毛 腿 鼠 耳 蝠 的 食物 组 成 也 可 
能 由 于 不 同 的 季节 或 年 份 而 有 所 波动 。 

食物 资源 分 化 是 蝙蝠 在 一 定 生境 中 共存 的 关键 
(Begon et al, 1996)。 本 研究 中 由 凑 便 分 析 结 果 可 以 看 
出 , 同一 山洞 的 3 P RARR AARAA ES, E 
和 因此 , 其 
生态 位 表现 出 明显 的 分 化 。 这 使 得 3 个 物种 共存 于 



































































































































































































































































































































































































































































































































地 面 的 掠 食 者 耳 较 长 、 体 型 较 大 , 采用 拾遗 式 
(Gleaning) 捕 食 策略 。 通 过 对 一 些 耳 长 较 大 的 种 类 ， 
如 纳 氏 鼠 耳 蝙 (M. nattereri) (Swift & Racey, 2002). 
JKE it EM. evotis) (Faure & Barclay, 1992) 
的 研究 表明 , 它们 的 回声 定位 用 于 在 飞行 中 导航 ， 
而 对 猪 物 的 定位 主要 通过 辨别 猎物 翅膀 的 震动 或 
者 猎物 发 出 的 声音 来 完成 ,能够 捕捉 到 躲藏 在 植被 



















































































参考 文献 : 


Altringham JD, McOwat T, Hammond L. 1998. Bats: Biology and 
Behaviour [M]. Oxford: Oxford University Press, USA. 

Arlettaz R. 1996. Feeding behaviour and foraging strategy of free-living 
mouse-eared bats, Myotis myotis and Myotis blythii [J]. Anim Behav, 
51(1):1-11. 

Arlettaz R. 1999. Habitat selection as a major resource partitioning 
mechanism between the two sympatric sibling bat species Myotis 
myotis and Myotis blythii [J]. J Anim Ecol, 68(3):460-471. 

Arlettaz R, Godat S, Meyer H. 2000. Competition for food by expanding 
pipistrelle bat populations (Pipistrellus pipistrellus) might contribute to 
the decline of lesser horseshoe bats (Rhinolophus hipposideros) [J]. 
Biol Conserv, 93(1):55-60. 

Arlettaz R, Perrin N. 1995. The trophic niches of sympatric sibling Myotis 


授 、 歼 道 洪 教授 的 帮助 和 指点 ; 3E 
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两 种 雌雄 同 株 榕树 榕 有 果 内 小 蜂 空间 分 布 格局 
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摘要 : 在 肉 雄 同 株 榕树 榕 果 内 ， 除 传粉 榕 小 蜂 外 ,还 寄生 着 很 多 种 类 的 非 传 粉 榕 小 蜂 。 为 弄 清 传粉 和 非 传粉 
榕 小 蜂 在 榕 果 内 的 空间 分 布 格局 ， 以 西双版纳 地 区 的 垂 叶 榕 和 高 榕 及 与 之 相关 的 传粉 和 非 传粉 榕 小 蜂 为 研究 材料 ， 
比较 了 不 同 种 类 小 蜂 所 在 瘦 花 花梗 长 度 差 异 。 结 果 表 明 : (1) 在 高 榕 中 , Eupristina sp. 所 在 瘦 花 花梗 平均 长 度 最 长 ， 
传粉 榕 小 蜂 Eupristina altissima 所 在 首 花 花梗 长 度 次 之 。Micramisa ralianga, Sycobia sp. 和 Sycoscapter sp. 2 所 在 
阁 花 花梗 长 度 无 显著 差异 。Sycopia sp.. M.ralianga 以 及 Sycoscapter sp. 2 所 在 瘦 花 花梗 长 度 范围 要 罕 于 传粉 榕 小 
蜂 所 在 瘦 花 花梗 长 度 范围 。 这 都 说 明 这 三 种 果 外 产 卵 非 传粉 榕 小 蜂 与 传粉 榕 在 空间 生态 位 上 存在 部 分 的 分 离 。(2) 
{EEN RS, Eupristina longues T 可 以 分 布 在 从 最 外 层 到 内 层 的 瘦 花 ， 而 大 多 数 Walkerella sp. 都 集中 在 靠近 果 
壁 的 瘦 花 内 ， 表 明 两 者 也 存在 部 分 空间 生态 位 的 分 离 


关键 词 : 榨 小 蜂 ; 空间 分 布 ; BE; 花梗 
中 图 分 类 号 : Q969. 54; Q948.122.1 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2012)02-0182-05 







































































































































































Spatial distribution of fig wasps in syconia of 
two monoecious Ficus sp. 


WANG Zhen-Ji'?, LI Guo-Chang’, PENG Yan-Qiong!, YANG Da-Rong!” 


(1. Xishuangbanna Tropical Botanical Garden, Chinese Academy of Science, Kunming 650223, China; 
2. Department of Chemistry and Life Science, Chuxiong Normal University, Chuxiong 675000, China; 
3. Forestry Bureau of Chuxiong City, Chuxiong 675000, China) 


Abstract: In addition to pollinator fig wasps, there are several non-pollinating fig wasps associated with monoecious 
Ficus sp. In order to understand how pollinator fig wasps and non-pollinating fig wasps are distributed across the same 
syconium, the spatial distribution of fig wasps associated with Ficus altissima and F. benjamina were compared using the 
pedicle lengths of galls containing each species. The results indicate that in Ficus altissima, the average pedicel length of 
galls containing Eupristina sp. is longer than that containing E. altissima. Average pedicel length of galls containing 
Sycobia sp., Micranisa ralianga and Sycoscapter sp. two did not show significant difference. The range of pedicel lengths 
of galls containing Sycobia sp., M. ralianga or Sycoscapter sp. two is narrower than that of galls containing E. altissima, 
indicating these non-pollinating fig wasps and pollinator have partially separated spatial niches. In F. benjamina, E. 
koningsbergeri was distributed in galls from the outer layer to inner layer, while most Walkerella sp. were found in outer 
layer galls, indicating E. koningsbergeri and Walkerella sp. have partially separated spatial niches. 


Key words: Fig wasp; Spatial distribution; Gall; Pedicel 








榕树 与 榕 小 蜂 互 利 共 生体 系 被 认为 是 动 植物 非 传粉 榕 小 蜂 (Hawkins & Compton, 1992; West & 
间 互 作 关 系 最 特 化 、 最 具 代 表 性 的 互利 共生 系统 之 Herre, 1994; Kerdelhué & Rasplus, 1996a; Jousselin 
一 (Janzen, 1979; Wiebes, 1979; Herre et al, 1999). 在 et al, 2001)。 非 传粉 榕 小 蜂 一 直 以 来 都 被 认为 对 互 
榕 - 蜂 共 生体 系 中 ， 除 传粉 榕 小 蜂 外 ,还 生活 着 许多 利 共生 系统 具有 负面 的 影响 Kerdelhue & Rasplus, 






































收 稿 日 期 : 2011-05-08; 接受 日 期 : 2011-12-13 

基金 项 目 ; 国家 自然 科学 基金 (30970403, 30970439); 云南 省 应 用 基础 基金 (2011FZ186) 
“通信 作者 (Corresponding author), E-mail: yangdr@xtbg.ac.cn 

第 一 作者 简介 : 王 振 吉 (1983-)， 男 ,博士 ， 楚 雄师 范 学 院 教师 ,主要 从 事 进 化 生态 学 研究 






























































2 期 王 振 吉 等 ;两 种 雌雄 同 株 榕树 榕 果 内 小 蜂 空 间 分 布 格局 183 





1996a)。 传 粉 和 非 传 粉 榕 小 蜂 后 代 在 榕 果 内 有 不 同 
的 空间 分 布 格局 (Kerdelhué & Rasplus, 1996b; Zhai 
et al, 2008), 这 可 能 降低 非 传粉 榕 小 蜂 对 传粉 小 蜂 
的 危害 性 。 





























小 蜂 空间 分 布 格局 过 程 中 ,， 有 必要 将 花梗 的 长 度 细 
分 化 。 

高 榕 (Ficus altissima Blume) JI HE UF #8 (Ficus 
benjamina Linnaeus) 是 西双版纳 地 区 常见 雌雄 同 株 





















































在 雌雄 异 株 榕 树 中 ， 峻 树 榕 果 中 小 花 的 花柱 较 
长 ,不 适合 传粉 榕 小 蜂 产 卵 (Nefdt & Compton, 
1996), 雄 树 榕 果 的 上 肉 花 花柱 较 短 , 这 些 肉 花 被 传粉 
榕 小 蜂 或 非 传粉 榕 小 蜂 所 寄生 ， 所 以 尽管 雄 果 中 有 
惟 花 和 雄花 ,但 是 在 功能 上 , 它们 是 雄性 的 ， 只 能 
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榕树 种 类 。 两 种 榕树 都 属于 榨 属 、 环 纹 榨 组， 但 榨 
果 物 候 期 存在 明显 差异 。 两 种 榕树 中 都 寄生 着 多 种 
非 传 粉 榕 小 蜂 ， 其 中 高 榕 中 有 24 种 非 传 粉 榕 小 蜂 
(Gu et al, 2003); ai PSP AT 12 种 非 传 粉 榕 小 蜂 (Bai 
et al, 2008), 但 两 种 榕树 的 非 传 粉 榕 小 蜂 种 类 均 不 


















































产生 花粉 和 小 蜂 (Kjellberg et al, 1987); TI MEHE JF] 
株 榕树 中 ,每 个 榕 果 既 会 产生 种 子 义 会 产生 榕 小 蜂 
(Yang et al, 2001)。 在 肉 雄 同 株 榕树 中 ， 由 于 花梗 长 

































































同 。 本 研究 以 高 榕 、 垂 叶 榕 ， 以 及 与 其 相关 的 传粉 
和 部 分 非 传 粉 榕 小 蜂 为 材料 , 研究 了 两 种 榕树 榕 果 
内 各 种 小 蜂 空 间 分 布 规律 的 异同 ， 以 回答 如 下 两 个 



































度 差异 , 榨 果 的 雌花 分 数 层 排列 ,但 是 几乎 所 有 雌 











主要 问题 ，1) 两 种 桥 树 榨 果 内 传粉 和 非 传 粉 榕 小 蜂 




















花 的 柱头 都 呈现 在 同一 个 平面 上 ,这 是 由 于 花柱 和 
花梗 长 度 的 变异 所 臻 (Ganeshaiah et al, 1999)。 靠 近 
果 腔 的 为 内 层 ， 靠近 果 壁 的 为 外 层 , 在 外 层 和 内 层 
中 间 的 是 中 层 (Kerdelhué & Rasplus, 1996b; 
Kerdelhué et al, 2000)。 在 肉 雄 同 株 榕 果 中 ,传粉 榕 
小 蜂 偏爱 于 把 卵 产 在 靠近 果 腔 花柱 较 短 的 小 花 中 ， 
而 位 于 靠近 果 壁 花柱 较 长 的 花 产 生 种 子 (Nefdt & 
Compton, 1996; Anstett, 2001; Jousselin et al, 2001). 

Kerdelhué & Rasplus(1996a) 研 究 了 非洲 的 非 传 粉 榕 
小 蜂 对 聚 果 榨 亚 属 榕树 榕 - 蜂 互 利 共 生 系 统 的 影响 ， 
发 现 进入 Ficus sur 榕 果 内 产 卵 的 Sycophaga 
silvestrii 在 大 多 数 情况 下 会 把 卵 产 在 内 层 小 花 ， 也 
就 是 短 花柱 小 花 内 。 只 有 在 繁殖 雌 蜂 数量 较 多 ， 对 
产 卵 位 点 苋 争 激烈 的 情况 下 才 会 把 卵 产 在 外 层 小 
TEA, 但 在 这 个 层次 小 花 上 产 卵 的 数量 仍然 很 少 。 

Apocryptophagus sp. 2 和 Apocryptophagus sp. 3 也 将 
卵 产 在 内 层 小 花 内 。 另 外 , 在 Ficus vallis-choudae 
产 卵 的 Apocryptophagus sp. 4 也 将 卵 产 在 内 层 小 




























































































































































































是 否 存在 空间 生态 位 分 离 ; 2) 两 种 榕树 榕 果 内 各 种 
非 传粉 榕 小 峰之 间 是 否 存在 空间 生态 位 分 离 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 
研究 样 地 一 西双版纳 热带 植物 园 (XTBG) 位 于 
云南 省 西双版纳 傣族 自治 洲 境内 。 地 理 位 置 为 
N21°41'~22°36', E99556'—101925', 海拔 560—680 
m, 地 处 东南 亚热带 北 缘 , 为 热带 季风 性 气候 (Guan 
et al, 2007)。 

高 榕 (Ficus altissima Blume) 隶 属 桑 科 (Moraceae)， 
榕 属 榕 亚 属 (Urostigma) 组 (Urostigma), 环 纹 榕 亚 
组 (Conosycea), 为 高 大 乔木 。 本 文 涉及 的 与 之 相关 
的 小 蜂 为 : 传粉 榕 小 蜂 Eupristina altissima; 非 传粉 
榕 小 蜂 Eupristina sp.、 Micranisa ralianga、 Sycobia 































































































sp. 以 及 Sycoscapter sp. 2。 
FEMS (Ficus benjamina Linnaeus) AIF AE 
亚 组 的 乔木 。 本 文 涉 及 的 与 之 相关 的 小 蜂 为 : 传粉 











花 。 与 Kerdelhu6 & Rasplus (1996a) 的 研究 结果 不 同 ， 
Zhai et al (2008) 研 究 了 西双版纳 聚 果 榕 隐 头 果 内 传 
粉 和 非 传 粉 榕 小 蜂 空 间 分 布 格局 ,， 发现 除 
Platyneura testacea 外 ,其 他 种 类 非 传粉 榕 小 蜂 
(Platyneura mayri、 Apocrypta westwoodi, Apocrypta 
sp.) 主 要 利用 榕 果 外 层 小 花 。 以 上 两 研究 结果 虽然 
存在 差异 , 但 都 说 明 非 传粉 榕 小 蜂 会 在 利用 榕 果 内 
不 同 层 次 小 花 时 具有 一 定 倾向 性 。 然 而 ， 上 述 所 有 































































































榕 小 蜂 Eupristina koningsbergeri 和 非 传粉 榕 小 峰 
Walkerella sp.。 

12 方法 

1.2.1 小 蜂 毛 在 瘦 花 花梗 长 度 测 量 方法 “2008 年 ， 
开始 在 西双版纳 热带 植物 园 内 分 别 选取 1 株 高 榕 和 
1 株 牌 叶 榕 。 当 两 种 榕树 结果 后 ， 分 别 观察 各 种 小 
蜂 在 两 种 榕树 隐 头 果 的 产 卵 顺序 和 产 卵 情况 ， 并 标 
记 各 种 小 蜂 产 卵 比较 集中 的 区 域 。 当 榕 果 发 育 至 雄 




























































































研究 都 仅仅 把 榨 果 内 小 花 分 为 内 层 、 外 层 、 中 层 三 
个 层次 , 但 事实 上 榕 果 内 小 花 长 度 是 连续 型 定量 数 
据 ,而 非 定 性 数据 , 仪 仅 分 成 三 个 层次 ,必然 会 导 
致 研究 结果 存在 一 定 的 偏差 。 所 以 , 在 研究 榕 果 内 






























































人 花期， 小 蜂 尚未 离开 瘦 花 ,但 是 种 类 已 经 可 以 辨别 
时 ,在 标记 区 域 采 搞 高 榕 和 垂 叶 榕 的 榕 果 各 10 个 
带 回 实验 室 , 放 入 用 75% 酒 精 内 ， 使 瘦 花 内 小 蜂 死 
亡 ， 从 而 避免 其 离开 瘦 花 进入 果 腔 。 在 实验 室内 测 
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量 并 记录 隐 头 果 的 直径 、 轴 长 。 然 后 将 榕 果 剖 开 , 用 
XY Pk de, Ae fe ML, 在 OLYMPUS- 





























SZX12 PALE PIU ETE TE BIS IE. BEM SE — PE 
花 后 , HH ECT RAE, 将 小 蜂 从 瘦 花 中 用 包子 挑 


出 , 然后 鉴定 其 种 类 并 做 好 记录 。 
1.2.2 ”数据 分 析 方 法 “采用 单 因素 方差 分 析 比 较 
各 种 小 蜂 所 在 瘦 花 的 花梗 长 度 差异 。 其 中 , 方差 同 
质 性 检验 采用 Levene 检验 ,， 多 重 比 较 采 用 LSD 法 。 
AFER K-S 检验 对 各 种 小 蜂 所 在 痿 花花 梗 长 
进行 正 态 性 检验 。 所 有 分 析 都 采用 SPSS16.0 软件 。 


2 结 R 


高 榕 榕 果 内 小 蜂 的 空间 分 布 
在 高 榕 中 ，Eupristina sp. 所 在 瘦 花 花梗 平均 长 
EK, EXAME E. altissima 所 在 瘦 花 花梗 长 度 
次 之 。M. ralianga 和 Sycoscapter sp. 2 PERETE tE 
梗 长 度 无 显著 差异 。 虽 然 Sycobia sp. PEt tN 
长 度 与 M. ralianga 以 及 Sycoscapter sp. 2 Pre EHE 
花梗 长 度 均 存在 差异 , 但 统计 学 检验 不 显著 ( 表 1)。 
从 小 蜂 所 利用 的 小 花花 梗 长 度 范围 来 看 ， 传 粉 
榕 小 蜂 以 及 另 一 种 进入 果 内 产 卵 的 非 传粉 榕 小 蜂 
Eupristina sp. 可 以 占据 靠近 果 壁 、 靠 近 果 腔 以 及 果 
壁 与 果 腔 之 间 的 瘦 花 。 而 其 他 3 种 果 外 产 卵 的 非 传 
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粉 榕 小 蜂 只 能 占据 从 果 壁 到 果 腔 内 一 定 长 度 范 围 
的 韶 花 ， 都 不 能 占据 靠近 果 腔 的 站 花 。 这 说 明 这 3 
种 果 外 产 卵 非 传粉 榕 小 蜂 与 传粉 榕 小 蜂 在 空间 生 

态 位 上 存在 部 分 分 离 ， 并 且 这 3 种 小 蜂 空间 生态 位 
也 并 非 完全 重 f. Hh, M. ralianga 和 Sycoscapter 
sp.2 MERTE dE pas dad Ra. 而 Sycobia 
sp. rAEUETERIEIS EWE, MEA Mob 2) 
中 层 的 小 花 CET) 。 

高 榕 榕 果 内 5 种 小 蜂 所 在 疼 花 花梗 长 度 都 属于 
正 态 分 布 ( 表 2)。 这 也 表明 这 些小 蜂 的 繁殖 雌 蜂 产 匈 
时 ,可 能 并 不 能 主动 识别 并 区 分 有 具 不 同 花 梗 长 度 的 
小 花 ; 而 3 种 果 外 产 卵 非 传 粉 榕 小 蜂 不 能 较 靠 近 果 






















































































































































































腔 的 小 花 产 卵 可 能 是 由 于 榕 果 形 态 以 及 其 自身 产 
卵 器 长 度 所 限 。 
2.2” 垂 叶 榕 榕 果 内 小 蜂 的 空间 分 布 








在 垂 叶 榕 中 ， 传 粉 榨 小 蜂 E. koningsbergeri 与 
Walkerella sp. 所 在 瘦 花 花梗 长 度 平 均值 无 显著 差 
异 。 从 两 种 小 蜂 所 占据 瘦 花 花梗 长 度 范 围 来 看 ,所 
占据 瘦 花 花梗 长 度 范 围 大 体 一 致 ， 且 分 布 在 从 外 层 
到 内 层 的 瘦 花 内 ， 但 这 并 不 能 说 明 两 者 所 占据 的 生 
SMEER., Walkerella sp. 所 在 瘦 花 的 花梗 长 度 
属于 非 正 态 分 布 ， 其 繁殖 雌 蜂 会 将 大 多 数 卵 产 在 靠 
近 果 壁 的 小 花 内 。 

























































































表 1 不 同 种 类 小 蜂 所 在 瘦 花 的 花梗 长 度 比 较 
Tab.1 Comparison of pedicel length of galls containing different fig wasps 
榕树 种 类 小 蜂 种 类 样本 量 花梗 长 度 花梗 长 度 范围 
Fig species Fig wasp species n Pedicel length (mm) Range of pedicel length (mm) 
F altissima Eupristina altissima 244 1.08:0.04* 0.00—2.46 
Eupristina sp. 27 1.36+0.12° 0.03 一 2.33 
Micranisa ralianga 25 0.68::0.12* 0.00— 1.87 
Sycobia sp. 9 0.372-0.16* 0.00~1.41 
Sycoscapter sp. 2 22 0.79+0.13° 0.00~1.97 
F benjamina Eupristina koningsbergeri 124 0.90+0.06" 0.00~2.46 
Walkerella sp. 378 0.94+0.04" 0.00—3.34 


表 2 不 同 种 类 小 峰 所 在 瘦 花 的 花梗 长 度 正 态 性 检验 





Tab.2 Normal distribution test of pedicel length of galls containing different fig wasps 
ied Fig de DOR Kolmogorov-Smirnov Z b a 
F altissima Eupristina altissima 244 0.74 0. 65 

Eupristina sp. 27 0.60 0.86 
Micranisa ralianga 25 0.64 0.80 
Sycobia sp. 9 0.81 0.52 
Sycoscapter sp. 2 22 0.89 0.41 
F. benjamina Eupristina koningsbergeri 124 1.01 0.23 
Walkerella sp. 378 3.04 «0.01 
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3 it it 


生态 位 分 化 假说 认为 ， 当 资源 存在 空间 差异 并 
且 每 一 物种 都 在 其 有 竞争 优势 的 位 置 定居 时 ， 大 量 
物种 可 以 共存 (Sun et al, 2008)。 每 种 榕树 的 榕 果 内 
可 以 寄生 多 种 非 传粉 榕 小 蜂 ， 有 些 榕树 上 寄生 的 非 
传粉 榕 小 蜂 种 类 多 达 30 种 以 上 (Compton & 
Hawkins, 1992)。 如 此 多 的 小 蜂 能 够 共存 在 同一 榨 果 
























































是 不 相等 的 , 越 是 后 来 产 卵 的 小 蜂 具 有 越 长 的 产 卵 
器 (Zhai et al, 2008)。 榕 果 果 壁 的 增 厚 限制 了 它们 在 
内 层 子 房 中 产 卵 ， 因 而 在 不 同 的 果 壁 厚度 产 卵 的 非 
传粉 小 蜂 也 有 可 能 把 卵 产 到 相同 层次 的 瘦 花 子 房 
内 (Zhai et al, 2008)。 前 期 研究 发 现 Sycobia sp.. M. 
ralianga 和 Sycoscapter sp.2 都 是 用 产 卵 器 刺 穿 榕 果 
果 壁 ， 然 后 将 卵 产 在 小 花子 房 或 瘦 花 内 。Sycopia sp. 
TERR AC EE i rN, RIN RB), R 










































































内 ,那么 这 些小 蜂 或 者 存在 时 间 生 态 位 的 分 化 , 或 
者 是 通过 利用 果 内 不 同类 型 小 花 而 达到 空间 生态 
位 的 分 化 (Proffit et al, 2007)。 在 雌雄 同 株 榕树 的 隐 
头 果 内 由 于 花梗 长 度 的 差异 ， 导 致 肉 花 子 房 分 层 明 




































































壁 和 子 房 层 较 薄 , 但 是 其 产 卵 器 可 能 较 短 ， 导 致 其 
不 能 利用 靠近 果 腔 的 小 花 。Micranisa ralianga 和 
Sycoscapter sp.2 产 卵 器 长 度 虽 然 可 能 较 长 ,但 由 于 
它们 都 在 间 花 期 产 卵 产 卯 ， 此 时 榕 果 较 大 ， 果 壁 和 




















显 (Ganeshaiah et al, 1999)。 可 能 正 是 由 于 这 种 分 层 
现象 为 多 种 榕 小 蜂 共 同 栖息 于 同一 榕 果 提供 了 衬 
间 基 础 (Kerdelhué & Rasplus, 1996b). 
进入 榕 果 产 卵 的 传粉 榕 小 蜂 的 产 卵 器 不 能 到 
达 具 较 长 度 花 柱 的 小 花子 房 , 它们 只 能 在 较 短 花柱 
小 花 内 繁殖 后 代 (Ramirez, 1974)。 本 研究 结果 表明 ， 
高 榕 和 垂 叶 榕 的 传粉 榕 小 蜂 可 以 分 布 在 从 最 外 层 
到 最 内 层 的 痿 花 中 ,， 即 它们 可 以 利用 果 内 不 同 空间 
分 布 类 型 的 小 花 资 源 。 果 外 产 卵 的 非 传粉 榕 小 蜂 则 
均 不 能 利用 靠近 果 腔 的 小 花 ， 说 明 虽 然 这 些 非 传粉 
榕 小 蜂 小 蜂 和 传粉 榕 小 蜂 在 空间 生态 位 上 存在 
B, 但 是 也 存在 部 分 分 离 的 现象 。 这 种 生态 位 的 分 
离 对 维持 榕 - 蜂 互利 共生 系统 在 面 对 寄 生 的 情况 下 
维持 稳定 具有 积极 的 意义 。 因 为 , 大 部 分 果 外 产 卵 
非 传 粉 小 蜂 占 据 外 层 子 房 可 以 减少 对 传粉 小 蜂 的 
危害 , 保证 了 传粉 小 蜂 的 种 群 维持 ,进而 保证 了 榕 
树 的 雄性 功能 (Zhai et al, 2008)。 

在 高 榕 中 ， 果 外 产 饰 的 非 传粉 榕 小 蜂 Sycobia 
sp. M. ralianga 和 Sycoscapter sp.2 所 在 瘦 花 花梗 长 
度 范 围 昌 存 在 明显 差异 ; 但 三 种 非 传粉 榕 小 蜂 所 在 
韶 花 梗 长 度 都 属于 正 态 分 布 , 这 表明 这 三 种 小 蜂 的 
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子 房屋 加 厚 ， 也 导致 它们 不 能 利用 靠近 果 腔 的 小 
花 。 在 垂 叶 榕 中 ， 果 外 产 卵 的 非 传 粉 榨 小 蜂 
Walkerella sp. 所 在 首 花 多 接近 果 壁 ， 但 由 于 其 寄生 
的 瘦 花 及 其 花梗 在 发 育 过 程 中 异常 膀 大 ,这 就 导致 
Walkerella sp.5 E. koningsberger Pr tE EU AERA A 
现 出 长 度 差异 。 

Eupristina sp. 与 高 榕 传 粉 榕 小 蜂 所 占据 的 生态 
MILE SEALE. Eupristina sp. 虽 然 也 属于 非 传粉 
榕 小 蜂 , 但 它 与 传粉 桥 小 蜂 都 属于 同一 个 属 ， 其 产 
卵 方式 、 产 卵 时 间 与 传粉 榕 小 蜂 一 臻 。 重 闭 的 生态 
位 必然 导致 Eupristina sp. 与 传粉 榕 小 蜂 之 间 激 烈 的 
资源 竞争 。 但 可 能 是 由 于 将 片 口 形态 结构 不 仅 限 制 
进入 榕 果 内 的 传粉 榨 小 蜂 数 量 ， 也 限制 了 进入 榨 果 
内 Eupristina sp. 数 量 ， 从 而 削弱 了 Eupristina sp. 对 
互利 共生 系统 的 影响 。 

总 之 , 本 实验 的 结果 表明 ， 在 高 榕 和 垂 叶 榨 中 ， 
果 外 产 卵 的 非 传粉 榕 小 蜂 与 传粉 榨 小 蜂 ， 以 及 这 些 
非 传粉 榨 小 蜂 之 间 都 存在 着 或 多 或 少 的 空间 生态 
位 分 离 , 进而 达到 共存 。 而 进入 果 内 的 Eupristina sp. 
HE FPES NIE BUR TES HIER EUER, (HIT 
片 口 限制 了 进入 榕 果 内 Eupristina sp. 数 量 ,， 也 导致 















































































































































































































































繁殖 峻 蜂 可 能 并 不 会 对 不 同 花 梗 长 度 小 花 进行 识 
别 , 它们 选择 哪些 小 花 来 产 卵 是 一 种 随机 行为 。 它 
们 所 利用 瘦 花 花梗 长 度 范围 差异 可 能 是 由 于 其 7 
卵 器 长 度 以 及 榨 果 不 同 发 育 历 期 形态 共同 决定 的 。 
随 着 榕 果 的 增 大 , 不 同 种 类 的 非 传粉 小 蜂 按 照 不 同 
的 时 间 顺 序 到 达 榨 果 产 卵 , 而 它们 的 产 卵 器 长 度 也 
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Abstract: A new spider species, Sudharmia tridenticula sp. nov., is described from primary evergreen forests of 


Sumatra, Indonesia. 
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摘要 : 在 印度 尼 西亚 苏门答腊 原始 常 绿 森 林 中 发 现 - 


tridenticula sp.nov. o 
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Deeleman-Reinhold (2001) recently published a 
thorough revision of the Asian Clubionidae, Liocranidae, 
As of this 
tremendous work, a considerable number of publications 


Corinnidae and Miturgidae. a result 
dealing with descriptions of new taxa were subsequently 
produced following her classification (Dankittipakul & 
Singtripop, 2008a, b, 2011; Dankittipakul et al, 2011; 
Jager, 2007; Jager & Dankittipakul, 2010; Jager & 
Praxaysombath, 2009; Ono, 2009; Zhang & Fu, 2010; 
Zhang et al, 2009a, b, c, d, 2010). 

The spider genus Sudharmia was established by 
Deeleman-Reinhold (2001) for two liocranid species 
inhabiting primary evergreen forests of Sumatra. The 
genus is well-defined and can be easily recognized by its 
peculiar genitalic morphology. Members of Sudharmia 
bear close resemblance to those of Otacilia Thorell in 
their general appearance but differ by the possession of a 
wider and more convex carapace. Several characters 
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unique to species of Sudharmia are: the leg tarsi and 
metatarsi are almost equal in length, the distinctly 
enlarged and sclerotized embolus is situated on an apical 
part of the tegulum, the male palpal femur is usually 
compressed, the epigyne is represented by anteriorly 
advanced chitinized ridges situated just below the pedicel, 
and the lack of chitinized anterior bursae. 

The biology of the Sudharmia is poorly understood, 
aside from their ground-dwelling habitat. All specimens 
in collections have been collected by sifting wet organic 
humus in the primary evergreen forests of Sumatra. The 
relatively narrow distribution of Sudharmia makes it 
seem likely that a few additional species remain to be 
discovered. 


1 Material and Methods 


Type specimens are deposited in the collection of 
Muséum d'histoire naturelle, Geneva, Switzerland 
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(MHNG). morphology was 
measured and drawn with an Olympus 


examined, 
SZX-9 
stereomicroscope and an Olympus BX-40 equipped with 


External 


a drawing tube and photographic devices. Measurements 
of leg segments were taken from the dorsal side. All 
measurements are in mm. Epigynes were drawn in 
natural and cleared state (after immersing in 96% lactic 
acid for 10—20 min). 

Abbreviations used in the text and in the figures are 
as follows: AER, anterior eye row; AME, anterior 
median eyes; DTA: distal tibial apophysis; E, embolus; 
FD, fertilization duct; ID, insemination duct; PA, patellar 
apophysis; PER, posterior eye row; PME, posterior 
median eyes; PTA, proximal tibial apophysis; RTA: 
retrolateral tibial apophysis; S, spermatheca; ST, 
subtegulum; TA, tegular apophysis. Spination: d, dorsal; 
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pl, prolateral; rl, retrolateral; v, ventral. Arrangement 
refers to number of spines from proximal to distal part. 

In text ‘Fig.’ and “Figs” refer to figures herein, 
while ‘fig.’ and "figs" refer to figures published 
elsewhere. 


2 Results 


Liocranidae Simon, 1897 

Sudharmia Deeleman-Reinhold, 2001 

Type species: S. pongorum Deeleman-Reinhold, 2001, 
by original designation 

2.1 Sudharmia tridenticula sp. nov. (Fig. la-e) 

Type material: Holotype c, Indonesia, Sumatra, 
West Sumatra Province, Batang Palupuh Rafflesia 
Sactuary, 12 km north of Bukittinggi, S00?14'32", 
E100921'10", 900-1 000 m, primary forest, June 24-3", 





Fig. 1 The illustrations of Sudharmia tridenticula sp. nov. 


a-c) male holotype ; d-e) female paratype; a) left male palp, prolateral; b) ditto, retrolateral; c) ditto, ventral (slightly tilt); d) epigyne, ventral; e) internal 


genitalia, dorsal 
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2006, P.J. Schwendinger leg. (MHNG, Sum-06/05). 

Paratypes: 14, 19, data as holotype (MHNG, Sum- 
06/05); 43, 29, West Sumatra Province, Rimbo Panti 
Nature Reserve, ca. 30 km north of Lubuksikaping, 
N0?20'46", E100?04'09", 300—400 m, primary forest, 
June 11?—13* 2006, P.J. Schwendinger leg. (MHNG, 
Sum-06/18). 

Etymology: The specific epithet 1s derived from a 
combination of Latin words (tri-three; denticulus=with 
denticles), and refers to three apophyses on the male 
palpal patella and tibia. 

Diagnosis: Males of this S. tridenticula sp. nov. can 
be distinguished from those of S. beroni Deeleman- 
Reinhold, 2001 and S. pongorum Deeleman-Reinhold, 
2001 by the hook-shaped subapical extension on the 
embolus (Fig.1b,c; additional extension absent in those 
of S. beroni and S. pongorum), and by the presence of a 
short apophysis on the palpal patella (Fig.1b,c, PA) and 
two longer ones on the palpal tibia (Fig.1b,c, PTA and 
DTA) (a patellar apophysis is absent and only a single 
retrolateral tibial apophysis is present in those two 
species). Females can be easily distinguished by the 
internal ducts running mid-longitudinally (Fig. 1d-e) 
(median ducts short and indistinct in those of S. beroni 
and S. pongorumi). 

Description: Male (holotype): Total length 2.26; 
prosoma 1.26 long, 0.84 wide; opisthosoma 1.40 long, 
1.04 wide. Leg formula 4123. Leg measurements. I 4.75 
(2.13, 1.43, 0.70, 0.49), II 3.30 (0.93, 1.20, 0.66, 0.49), 
III 2.58 (0.71, 0.77, 0.60, 0.49), IV 4.30 (1.10, 1.66, 0.88, 
0.66). Spination. Leg I: femur pr-1, tibia v-2-2-2-2-2-2-2, 
metatarsus v-2-2; leg II: femur d-1; tibia pv-2-2-2-2-2; 
metatarsus v-2-2; leg IV femur d-1. 

Prosoma anteriorly narrowed, widest between coxae 
IL in profile highest just in front of deep, longitudinal 
fovea. Carapace brown, with black fovea and dark brown 
pattern; integument finely punctated. Sternum convex, 
yellowish brown. Legs yellowish, except femora I & II 
dark brown. Femora I & II enlarged. Metatarsi III & IV 
apically with preening brush. Eye subequal in size, 
circular, clear, except AME dark, encircled with black 
ring; AER straight; PER slightly recurved, wider than 
AER. Opisthosoma ovoid; dorsum dark grey, posteriorly 
with three pale transverse median chevrons; dorsal 
scutum coriaceous, rectangular, its anterior margin 
narrower than posterior one, occupying approximately 
1/3 opisthosomal length; venter pale, without pattern. 

Palp (Fig.la-c). Femur medially with deep, semi- 


circular excavation. Patella provided with triangular, 
sharply pointed retrolateral apophysis. Tibia more or less 
cylindrical in ventral view, slightly excavated medially 
in lateral view; RTA absent; proximal tibial apophysis 
(PTA) digitiform, apically rounded, directed anteriad; 
distal tibial apophysis (DTA) cylindrical, apex elongated, 
sharply pointed, directed dorsad. Tegulum elongate- 
ovoid, subapically with slightly elevated triangular, 
medially situated hump. Sperm duct thin, encircling 
tegulum, forming two Tegular 


loops. apophysis 


lanceolated, hyaline, semi-transparent, originating 
subapically, apex reaching half length of embolus. 
Embolus situated apically, sigmoid-shaped in ventral 
view, heavily sclerotized, with hook-shaped subterminal 
extension. 

Female (paratype): total length 2.42; prosoma 1.10 
long, 0.94 wide; opisthosoma 1.32 long, 1.12 wide. Leg 
formula 4123. Leg measurements. I 3.51 (0.94, 1.36, 
0.72, 0.47), II 3.15 (0.88, 1.15, 0.64, 0.48), III 2.46 (0.68, 
0.72, 0.56, 0.48), IV 4.08 (1.04, 1.57, 0.84, 0.62). 
Spination. Leg I: femur pr-l, tibia v-2-2-2-2-2-2-2, 
metatarsus v-2-2; leg II: femur d-1; tibia pv-2-2-2-2-2; 
metatarsus v-2-2-2; leg IV femur d-1. 

Coloration and pattern. General appearance as in 
male but PME smallest; legs brown, distal part distinctly 
paler than proximal part, almost yellow; opisthosoma 
pale, lacking distinctive pattern; dorsal scutum absent. 

Genitalia (Fig.1d,e). Epigynal region with shallow 
lateral depressions obliquely situated; posterior margin 
excavated and provided with triangular median extension. 
Internal genitalia represented by simple duct system 
consisting of tubular ducts running mid-longitudinally, 
posterior part extending laterally to form simple coils 
and terminally enlarged spermathecae. Fertilization 
ducts acuminated. 

Natural history: Types of S. tridenticula sp. nov. 
were collected by sifting decomposed organic litter in 
primary evergreen forests (300-1 000 m). 


Distribution: Indonesia (West Sumatra Province). 
3 Discussion 


The genus Sudharmia was originally established for 
two liocranid spiders confined to humid, primary 
evergreen forests of Sumatra. The genus currently 
includes 3 species: S. beroni, S. pongorum, and S. 
tridenticula sp. nov. All species occur in the 
mountainous regions of West Sumatra. 


Of interest 1s the modification of the proximal and 
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distal apophyses on the retrolateral side of the male 
palpal tibia, in addition to the possession of a patellar 
apophysis and a deep retrolateral excavation of femora. 
These apophyses are rather long, and enlarged (Fig.1c), 
and it is reasonable to assume that they perform some 
clasping function during mating. Males with these 
modified apophyses (S. tridenticula sp. nov. and S. 
pongorum) also have some forms of modification on 
their femora, usually represented by an elevated ridge or 
a depression on the ventro-distal surface. These palpal 
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modifications bear close resemblance to the males of 
Otacilia. However, males of Sudharmia can be easily 
distinguished by the enormously enlarged embolus, 
while the embolus is generally represented by a small, 
spiniform sclerite in those of Otacilia. 
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Complete mitogenome of the Lesser Purple Emperor Apatura 
ilia (Lepidoptera: Nymphalidae: Apaturinae) and 
comparison with other nymphalid butterflies 
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(1. College of life Sciences, Anhui Normal University, Wuhu Anhui 241000, China; 2. Institute of Plant Protection, 
Shanxi Academy of Agriculture Science, Taiyuan Shanxi 030031, China) 


Abstract: The complete mitochondrial genome of Apatura ilia (GenBank accession no. JF437925) was determined 


as a circular DNA molecule of 15 242 bp, with common genes of 13 putative proteins, 2 rRNAs, and 22 tRNAs and of the 
same gene arrangement as in other sequenced lepidopterans. All protein-coding genes had the typical start codon ATN, 
except for the COI’s using CGA as its start codon as previously demonstrated in other lepidopteran species. The 
comparison of the nucleotide sequences of the A. ilia mitogenome with ten other Nymphalidae species showed nearly 
identical gene orientation and arrangement, with only a few alterations in non-coding fragments. The nucleotide 
composition and codon frequency all fell into the range estimated for the order Lepidoptera. The A. ilia mitochondrial 
genome had the canonical set of 22 tRNA genes folded in the typical cloverleaf structure, with an unique exception of 
tRNA“ (AGN). The mitochondrial genes from A. ilia were overlapped in a total of 33 bp at 9 locations, as well as 
interleaved with a total of 155 bp intergenic spacers, spread over 12 regions with the size ranging from 1 to 49 bp. 
Furthermore, the spacer between ND6 and Cyt b harbored a microsatellite-like repeat (TA); not found in other 
completely sequenced nymphalid genomes. The 403 bp AT-rich region harbored two conserved motifs (ATAGA, 
ATTTA), a 21 bp polyT stretch, a 10 bp poly-A region, along with two microsatellite-like repeats ( (TA) 9 and (TA)7), as 
detected in other nymphalid butterflies. 
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摘要 : ARWEN Apatura ilia( 鳞 过 目 ， 峡 蝶 科 ) 的 线粒体 基因 组 全 序列 进行 了 测定 , 同时 结合 其 它 已 
(GenBank accession no.: JF437925) 
质 编 码 基 因 、2 个 rRNA 基因 和 22 4S tRNA 基因 。13 44 
其 余 12 个 蛋白 编码 基因 都 具有 标准 的 ATN 起 始 密码 子 ; 柳 
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Present butterfly taxonomy classifies the Lesser 
Purple Emperor Apatura ilia into the subfamily 
Apaturinae (Lepidoptera: Nymphalidae) (Chou, 1998). 
This butterfly species was widely distributed in the 
Palaearctic Europe and Asia. It’s name comes from the 
butterfly’s bright violet reflection under sunshine. In its 
lifecycle, larvae feed on the leaves of trees including 
trembling poplar, poplar, aspen and willow, whereas the 
adults mainly feed on tree sap and animal dejecta (Chou, 
2000). Due to habitat destruction and environmental 
degradation, A. ilia has been designated as endangered or 
under priority protection in some countries or regions, 
including Belgium(Li & Fu, 2000). 

The mitochondrial genome of insects is a circular 
and double-stranded molecule of approximately 14-20 kb 
in size with highly conserved exon arrangement covering 
a set of 37 genes, namely 13 PCGs, 22 tRNA genes, and 
2 rRNA (srRNA (12S) and IrRNA (16S)) genes (Boore, 
1999; Taanman, 1999). A mitogenome features smaller 
sizes, faster evolutionary rates, higher conservative gene 
content, maternal inheritance and little recombination 
(Brown, 1983; Avise, 1994), compared to the nucleic 
genome. Thus it has been commonly used for taxonomic 
and phylogenetic studies in many animal groups. The 
availability of complete mitogenome data of more 
species remarkably increases the accuracy and efficiency 
of a variety of research areas, such as molecular 
phylogenetics, phylogeography and taxonomy. 

The complete mitochondrial genomes of nearly 240 
insect species are available, of which only 10 are of 
Papilionoidae, despite its high biodiversity of 17 500 
species (Robbins, 1982). The Nymphalidae is the largest 
butterfly family, and relationships with other butterfly 
groups remain unclear. It is necessary to integrate 
mitogenome data in the reconstruction of Nymphalidae 
phylogenies. In this study we sequenced the entire 
mitogenome of the nymphalid A. ilia, a representative 
butterfly species of the subfamily Apaturinae and compared 
its nucleotide organization to those of other representative 
nymphalid butterfly species. Our aim is to provide 
important molecular data to clarify the phylogenetic 
relationship between A. ilia and other nymphalid butterflies. 


1 Materials and Methods 


1.1 Sample collection and DNA extraction 
Adult individuals of A. ilia were collected from 
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Mount Yandangshan, Zhejiang, China in August 2008. 
Samples were quickly preserved in 100% ethanol and at - 
20 °C until DNA extraction. Total genomic DNA was 
isolated from a single frozen butterfly using the 
proteinase-K-SiO, as follows (Hao et al, 2005). The 
thorax muscle around 5 mm? was removed into a 10 mL 
Eppendorf tube, washed twice with ddH2O, and soaked 
for 2-3 h. Incubation was done with 500 uL DNA 
solution (5 mmol/L NaCl, 0.5% SDS, 15 mmol/L EDTA, 
10 mmol/L Tris-HCl, pH 7.6) and 40 uL proteinase-K 
(20 mg/mL). The muscle was then bathed at 55 °C for 
10~12 h and centrifuged at 4 000 rpm for 2 min. Liquid 
supernatant was transferred to a new 10 mL Eppendorf 
tube with 500 uL 8 mol/L GuSCN and 40 uL 50% clean 
glass liquid mixture, bathed at 37 °C for 1~2 h, shocked 
every ten min and centrifuged at 4 000 rpm for 1 min. 
The supernatant was removed and sediments were 
cleaned twice with 75% alcohol, and once with acetone. 
The sample was dried thoroughly in a vacuum dryer at 
45 °C prior to the addition of 60 uL TE (10 mmol/L Tris- 
Cl, Immol/L EDTA, pH 8.0). The solution was later 
bathed at 56 °C for 30 min, and centrifuged at increasing 
speed untill 4 000 rpm for 1 min. The supernatant 
containing total genomic DNA was removed into a clean 
1.5 mL Eppendorf tube and preserved at -20 °C for use. 

12 Primer design, PCR amplification and DNA 

sequencing 

The universal PCR primers for short fragment 
amplifications of the STRNA, COI and Cyt b genes were 
synthesized after Simon et al (1994) and Simons & 
Weller (2001). Long primers and certain short ones for 
some genes including COII and ND5 were designed by 
the multiple sequence alignments of the complete 
mitochondrial genomes of all lepidopterans available 
(Tab. 1), using ClustalX 1.8 (Thompson et al, 1997) and 
Primer Premier 5.0 (Singh et al, 1998) softwares. 

Long PCRs were performed using TaKaRa LA Taq 
polymerase with the cycling parameters: initial 
denaturation for 5 min at 95 °C, followed by 30 cycles of 
95 °C for 50 sec, 47-61 °C for 50 sec, 68 °C for 2 min 
and 30 sec; and a final extension step of 68 °C for 10 min. 
The short fragments were amplified with TaKaRa Taq 
polymerase: initial denaturation for 5 min at 94 °C, 
followed by 35 cycles of 94 °C for 1 min, 45-53 °C for 1 
min, 72 °C for 2 min; and a final extension step of 72 ° 
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for 10 min. The PCR products were detected via 
electrophoresis in 1.2% agarose gel, purified using the 
3S Spin PCR Product Purification Kit and sequenced 
directly with ABI-3730 automatic DNA sequencer. 
Mitogenome sequence data have been deposited into 
GenBank under the accession number JF437925. 
1.3 Sequence analysis 

All genes and the AT-rich region of the A. ilia 
mitogenome ClustalX 1.8. The nucleotide sequences of 
protein-coding genes were translated according to the 
invertebrate mtDNA genetic code. Fifteen of the 22 
tRNA genes were identified using the software tRNA 
Scan-SE 1.21 (Lowe & Eddy, 1997) and RNAstructure 
4.3 (Mathews, 2006). The remaining 7 tRNA genes were 
drawn manually after comparison with known 
homologous regions of other lepidopteran insects. 
MEGA 5.0 software (Tamura et al, 2007) was used to 
analyze nucleotide composition and codon usage. 


2 Results 


2.1 Gennome organization 

The complete mitogenome of A. ilia is 15 242 bp in 
size. Similar to most insects, the mitogenome has a set of 
37 genes: including 13 protein-coding, 22 tRNA and 2 
rRNA genes. A large noncoding A+T-rich region was 
identified (Fig. 1). This region is of highly variable 


Apatura ilia 


Mitochondrial Genome 


15242 bp 





4 


Fig. 1 Circular map of mitogenome of Apatura ilia 
Abbreviations for genes are as follows: COI-III refers to the cytochrome 
oxidase subunits, Cyt b refers to cytochrome b, and ND1-6, ND4L refers to 
NADH dehydrogenase components. tRNAs are denoted as one-letter 
symbol according to IUPAC-IUB single-letter amino acid codes. 


length in insects and is generally suggested to be the 
replication and transcription origin sites of the mtDNA 
double 1992). 
mitogenome of A. ilia was found to be highly similar to 


strands (Clayton, Furthermore the 
most sequenced lepidopterans in terms of gene order and 
orientation. Nine protein-coding genes were found in the 
major strand and the remaining 4 protein-coding genes in 
the minor strand along the mitogenome(Tab. 1). Besides 
those, the mitogenome of A. ilia has 9 overlapped 
sequences and 12 intergenic sequences. 

2.2 Protein-coding genes, transfer RNA genes and 

ribosomal RNA genes 

Thirteen protein-coding genes for 3 711 amino acids 
were identified in the mitochondrial genome of A. ilia 
(Tab. 2). The longest one is the COI gene with 1 533 bp 
and the shortest one is ATP8 with only 159 bp. Twelve 
protein-coding genes were initiated by conventional start 
codon ATN, while only the COI gene was tentatively 
designated to be CGA as the start codon. In A. ilia, nine 
protein-coding genes ended with TANs (7 with TAA, 2 
with TAG), while four genes ended with a single T right 
ahead of tRNA genes (Tab. 1). 

Twenty-two tRNA genes were found in the 
mitogenome (Fig. 2), all of the cloverleaf secondary 
structure except for tRNA“ (AGN) which harbors a 
simple loop in the DHU arm. Twenty-two tRNA genes 
ranged from 62 bp for tRNA“ and tRNA" (AGN) to 
71 bp for tRNA™ in length(Tab. 3). 

As in other lepidopteran species, the A. ilia 
mitogenome was found to harbor two rRNA genes, 
STRNA (776 bp) and IrRNA (1,333 bp). They are located 
between tRNA‘ (CUA) and an A+T-rich region, 
separated by tRNA‘. 

2.3 A+T-rich 
overlapping sequences 

The AT-rich region of A. ilia was found to be 403 
bp in length, located between srRNA and tRNAMet It had 
the highest AT content (92.596) across the whole 
mitogenome (Tab. 2), typical in Nymphalidae insects 
from 89.6% (Melnitis leda) (Unpublished) to 96.3% 
(Libythea celtis) (Unpublished)..In addition, the values of 
the AT skew and GC skew for this region reached to - 
0.07 and -0.14, respectively. 


region, intergenic spacer and 


Thirteen intergenic spacer sequences were 
determined with a total length of 155 bp (Tab. 4). The 
longest two intergenic spacer sequences were both 49 bp 
long and located between tRNASm and ND2 and ND6 
and Cyt b. The shortest one was only 1 bp in size. The 
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Tab. 1 Summary of the Apatura ilia mitogenome 
Gene Direction Nucleotide no. Size Anticodon Start codon Stop codon 
tRNA F 1-68 68 CAT32-34 
tRNA™ F 69-133 65 GAT98-100 
tRNAS™ R 131-199 69 TTG235-237 
ND2 F 249-1262 1014 ATT TAA 
tRNA"? F 1261-1328 68 TCA1292-1294 
tRNA“ R 1321-1387 67 GCA1356-1358 
tRNA™ R 1388-1452 65 GTA1419-1421 
COI F 1461-2993 1533 CGA TAA 
tRNA'"(UUR) F 2989-3055 67 TAA3019-3021 
coll F 3056-3731 676 ATG T-tRNA 
tRNAs F 3732-3802 71 CTT3762-3764 
tRNA“? F 3803-3869 67 GTC3834-3836 
ATPase8 F 3870-4028 159 ATT TAA 
ATPase6 F 4022-4675 654 ATG TAG 
COIII F 4684-5475 792 ATA TAA 
tRNAGY F 5478-5542 65 TCC5508-5510 
ND3 F 5540-5894 355 ATA T-tRNA 
tRNA^™ F 5895-5960 66 TGC5924-5926 
tRNANS F 5960-6021 62 TCG5987-5989 
tRNA^™ F 6024-6088 65 GTT6055-6057 
tRNA*"(AGN) F 6087-6148 62 GCT6108-6110 
tRNAS" F 6151-6214 64 TTC6179-6181 
tRNA R 6215-6278 64 GAA6246-6248 
ND5 R 6279-8010 1732 ATT T-tRNA 
tRNA" R 8011-8076 66 GTG8042-8044 
ND4 R 8077-9415 1339 ATG T-tRNA 
ND4L R 9417-9701 285 ATG TAG 
tRNA™ F 9714-9777 64 TGT9744-9746 
tRNA’? R 9778-9841 64 TGG9810-9812 
ND6 F 9844-10371 528 ATA TAA 
CytB F 10421-11572 1152 ATG TAA 
tRNAS"(UCN) F 11571-11636 66 GCT11601-11603 
ND1 R 11650-12591 942 ATG TAA 
tRNA'"(CUN) R 12599-12666 68 TAG12635-12637 
LrRNA R 12667-13999 1333 
tRNA R 14000-14063 64 TAC14032-14034 
SrRNA R 14064-14839 776 
D-loop 14840-15242 403 





“tRNA abbreviations follow the IUPAC-IUB three-letter code. 
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Fig. 2 Predicted secondary cloverleaf structures for the 22 tRNA genes of Apatura ilia 


The tRNAs are labeled after amino acid abbreviations. Nucleotide sequences from 5’ to 3’ are indicated for tRNA“", Dashes (-) indicated Watson-Crick base- 
pairing, and centered asterisks ( * ) indicated G-U base-paring. Arms of tRNAs (clockwise from top) are the amino acid acceptor (AA) arm, TYC(T) stem, the 
anticodon (AC) arm, and the dihydrouridine (DHU) arm. 
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Tab. 2 Comparative characteristics of nymphalid mitogenomes 








Nr Size AT No. PCG' tRNA stRNA D-loop GenBank un 
(bp) (9€) codons? AT (%) Size AT(%) Size AT(%) Size AT(%) Accession No. 
S. charonda 15244 79.9 3695 782 1323 844 775 850 380 91.8 NC014224 GenBank 
S.kuriyamaensis 15222 79.9 3588 78.3 1311 842 775 850 380 918 NC014223 GenBank 
C. dauidis 15267 80.4 3737 78.8 1337 838 773 859 403 925 HQ658143 Xia et al, 2011 
A. hyperbius 15156 80.8 — 3718 794 1330 845 778 852 349 954 JF439070 Wang et al, 2011 
A. ilia 15242 805 3711 78.9 1333 860 776 849 403 925 JF437925 This study 
A. issoria 15245 797 3728 78.0 1331 839 788 837 430 960 GQ376195 Hun et al, 2010 
H.autonoe 15489 79. 3728 76.8 | 1335 837 775 852 678 | 946 GQ868707 Kim et al, 2010 
M. leda 15122 798 3723 79.0 1332 840 77 850 317 89.6 JF905446 Unpublished 
E.mulciber 15166 813 3725 803 1314 846 776 853 399 93,5 HQ378507 Unpublished 
L. celtis 15164 812 3722 799 1335 847 775 854 328 | 963 HQ378508 Unpublished 
A. metis 15236 80.5 3704 78.9 1333 845 779 848 394 929 NC015537 GenBank 
*Termination codons were excluded in total codon count; "Protein-coding genes. 
Tab. 3 Sizes of each region of tRNAs in Apatura ilia 
M I QW C Y UP K D G A R N S E F H T P S L v 
Region 
68 65 69 68 67 65 67 71 67 65 66 62 65 62 64 64 66 64 64 66 68 64 
Amino-acylstem 7 7 7 7 7 7 T T T 7 T 7 T 7 7 T 7 "7 7 7 T 7 
DHU stem 3 4 4 4 3 3 3 4 4 3 3 - 4 4 4 4 4 3 4 
Anticodon stem 5 5 5 S 5 5 S s 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5S s s$ sg s 
TYC stem 5 4 5 4 3 4 5 4 4 4 5 4 4 4d 5 3 3 4 5 5 5 4 
DHU loop 6 6 5 6 4 8 7 7 6 5 4 4 8 7 3 5 7 5 4 5 6 4 
Anticodon loop Je. ege Jp. qs 2 Ws apo pe cp lSE) y Cun Spo. sque. Op cun qoo cgo e opo 9g 
Variable loop 4 5 4 4 4 4 4 5 4 4 4 5 5 7 4 4 5 4 4 4 3 4 
TYC loop 5 4 7 7 10 4 5 9 6 S 5 4 3 8 4 6 6 4 3 4 8 5 


Transfer RNA genes are labeled by one-letter symbols according to IUPAC-IUB single letter amino acid codes. L, L’, S and S? indicate tRNA'*'(CUN), 
tRNA'"(UUR), tRNAS*(AGN) and tRNAS*“(UCN), respectively. Superscripts indicate number of mismatches in each region. 


mitogenome of A. ilia contains nine overlapping sequences 
ranging from | bp to 8 bp and totaling 33 bp in length. 


3 Discussion 


3.1 Gene organization and composition 

The length of the complete mitogenome of A. ilia 
falls in the known range of the lepidopteran insects from 
15 122 bp in M. leda to 16 094 bp in Agehana marho 
(Papilio maraho) (Wu et al, 2010). A. ilia demonstrated 
a common lepidopteran gene order tRNA™" followed by 
tRNA" and by tRNA°", different from those of other 
insect groups (tRNA'* followed by tRNA 9" and by 
tRNA™*” (Tab. 1). Gene order was used to explore the 
presumed independent evolutionary lepidopteran lineages 
after divergence from their common ancestors (Boore et 
al, 1998). 

The A. 
mitogenome showed considerable bias towards an A+T 


nucleotide composition of the ilia 


preference (80.5%) (Tab. 2), a common characteristic 
observed in insect mitochondrial genomes, ranging from 
69.5% to 84.9 % (Crozier & Crozier, 1993; Dotson & 
Beard, 2001). It was noted that the content of base T 
(40.7%) was slightly higher than base A (39.8%), 
resulting in an AT skewness value of -0.012. The GC 
composition (19.5%) was correspondingly lower than 
AT (Tab. 2) and the GC skewness value was -0.21. 
3.2 Protein-coding genes 

The putative start codons were found to be the same 
as in lepidopteran mtDNA (ATN codons: 3 with ATA, 6 
with ATG, 3 with ATT) (Tab. 1), except that the COI 
gene has no uniform start codon (Lessinger et al, 2000; 
Yukuhiro et al, 2002). In general, lepidopteran insects 
were quite conservative in using CGA to initiate the COI 
gene, such as in Eriogyna pyretorum (Jiang et al, 2009), 
Hyphantria cunea (Liao et al, 2010) and Adoxophyes 
honmai (Lee et al, 2006). However, there are some 
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Tab. 4 Overlapping and intergenic spacer sequences of nymphalid mitogenomes 
Region S.cha S.kur C.dau A.hyp A ili A.iss H.aut M.led A.met E.mul L.cel 
tRNAVtRNA™ - - (O)2 - 3 " - - (D9 (O2 
tRNAI-ERNAOI (0)3 (0)3 (0)3 (0)3 (0)3 (0)3 (0)3 (0)3 (0)3 (0)3 (0)3 
tRNA°"-ND2 (D87 (D87 (1)46 (D52 (D49 (D51 (D50 (D72 (D60 (D46 (D52 
ND2-tRNA™ (D127 (0)15 (0)2 (0)2 (002 (D4 (02 (0)2 (02 (D1 
tRNAT?4RNASS — (0)8 (0)8 (0)8 (0)8 (0)8 (0)8 (0)8 (9)8 (0)8 (9)8 (O)8 
tRNAV-tRNA™ - - E (O)1 - (D1 - - : (D1 - 
tRNA™'-COI (0)19 (0)19 (D1 (D3 (D8 = (D8 (D2 (D5 (D1 (D5 
COI-tRNA“* (0)3 (0)5 z 7 (0)5 : : : : - z 
tRNA™"-CON - - (D1 - - - - - E - - 
COILtRNADY (0)3 (0)3 (0)35 í " (0)35 = (0)35 - - : 
tRNAP^4RNA^?  (O)1 (0)1 (20 (O)1 E (0)1 (D1 (D11 Z (0)1 (O)1 
tRNA“?-ATP8 - z E z 3 - - - s - : 
ATP8-ATP6 (0)7 (0)7 (0)7 (0)7 (0)7 (0)7 (0)7 (0)7 (0)7 (0)7 (0)7 
ATP6-COIII - : (O)1 (0)1 (D8 (0)1 (0)1 (0)1 (O)1 (0)1 (0)1 
COIILtRNASY (D2 (D2 (D2 (D2 (D2 (D2 (D2 (D2 (D2 (D6 (D2 
tRNASY-ND3 (0)3 (0)3 - - (0)3 : (0)3 - - B z 
ND3-tRNA^" (0)2 (02 (022 (D8 - (D4 > > (0)2 (002 (D4 
tRNA^-(RNA^* — (0) (0)1 . (D2 (O)1 (D2 : (Dl (O)1 (0)1 > 
tRNA“®4RNA“A" - - (Dl - (D2 : (D2 (D2 (D1 (D5 
tRNA“"-tRNAS* (07 (0)10 (0)2 (0)2 (02 (02 (0)3 (0)3 (0)2 (02 (0)2 
tRNAS™ tRNAS™ 
tRNAS*4RNAS" DI (D1 (1)28 DI (D2 (D1 (D2 - (D2 (D8 (Dl 
tRNA®"-tRNA™° (0)2 (0)2 (O)2 (D3 - (0)2 (O)2 (0)2 - (0)2 (02 
tRNAP'*- NDS (0)26 (0)26 (0)1 (O)1 - (0)1 S (0)29 - - - 
ND5-tRNA™ (D15 Z : (D15 x (D8 (0)3 = (24 (D15 z 
tRNA™-ND4 (0)53 (D116 (O)1 (O)1 - (D4 - 
ND4-ND4L (O)1 (D14 (O)1 (D2 (D1 - (O)1 (D23 (D1 (0)1 (D2 
ND4L-tRNA™ (D5 (D5 (D5 (D2 (D12 (D2 (D2 (D2 (D12 (D2 (D2 
tRNA™-tRNA™ - - - 5 - 
tRNAP"-ND6 (D51 (D2 (D2 (D4 (D2 (D5 (D2 (D5 (D2 (D2 (D2 
ND6-CytB (D6 (D6 (0)1 (O)1 (D49 (03 (O)1 (0)1 (037 (D4 (O)1 
CytB-tRNA?* (D2 (D355 - (0)2 (002 (092 (D8 (D8 (0)2 (02 (D2 
tRNA*-NDI (O)1 (O)1 (0)2 (0)2 (D13 (002 (D6 (D17 (D13 (D20 (D17 
NDI1-tRNA™ (D10 (Dl (Dl (D3 (07 z (D1 (D1 (D1 (D1 (Dl 
tRNA‘-IrRNA k (D11 - - Z 5 z . " : z 
IrRNA-tRNA Y” (D7 (D7 = z (O)1 . E 3 
tRNA‘*-strRNA DI (D1 s s z 3 - : E - z 
odina QU Om Qe Qu O5 GL Qe Os Oc Qe Qu 


The 22 tRNA are denoted by three-letter symbol. Species are indicated by the initial letter of its genus and the initial three letters of its specific name (see the 


corresponding full name in Tab. 2). (O) Overlapping sequences; (I) Intergenic spacer. Empty column means neighboring genes abutting each other. 


exceptions. A previous study using transcript information 
from the cDNA sequence showed that the start codon for 
the COI gene was TCG (Serine) in dipteran insects 
(Krzywinski et al, 2006). In addition, TTAAAG has been 
previously proposed to be the start codon for the COI 
gene in Pieris rapae (Mao et al, 2010), ATTACG for 
Papilio xuthus (Feng et al, 2010), TTAG for Corean 
raphaelis (Kim et al, 2006), and TTG for Acraea issoria 


(Hu et al, 2010) and Calinaga davidis (Xia et al, 2011). 
In A. ilia, four genes ended with a single T right 
ahead of tRNA genes (Tab. 1). The single T residue 
could be completed into triplet codons by 
polyadenylation (Clary et al, 1985), and the tRNA 
secondary structure is functional to the precise cleavage 
of the mature protein-coding genes from the primary 
multicistronic transcripts (Ojala et al, 1980, 1981). 
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The AT bias of the protein-coding genes in A. ilia 
was prominent with AT content of 78.9%, the same as 
the average value of sequenced nymphalid mitogenomes 
(78.9%) (Tab. 2). Additionally, the PCG nucleotide 
frequency was T>A>G>C, displaying significant skews 
at AT (—0.15) and GC (0.02), both comparable to other 
sequenced lepidopterans (Liao et al, 2010). Examination 
of the concatenated 13 PCGs showed that the third codon 
position (91.7%) contained higher AT content than the 
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first (74.4%) and second (70.9%) positions, and this case 
is also similar to other sequenced lepidopteran species 
like Happrchia autonoe (Kim et al, 2010). As for A+T 
content among 13 PCGs, ATP8 had the highest (93.9%) 
and COI has the lowest (72.4%) values (Tab. 2). 

The A. ilia mitogenome also has an AT bias in codon 
usage. Among 3 711 codons there were 451 UUAs, 439 AUUs, 
344 UUUs, 270 AUAs, 229 AAUs and 164 UAUs. These 
codons have much higher frequencies than others (Tab. 5). 


Tab. 5 Codon usage of PCGs in the Apatura ilia mitogenome 





Codon Num. RSCU Codon Num. RSCU 
UUU(F) 344 1.81 UCU(S) 106 2.58 
UUC(F) 36 0.19 UCC(S) 9 0.22 
UUA(L) 451 5.03 UCA(S) 100 2.43 
UUG(L) 25 0.28 UCG(S) 1 0.02 
CUU(L) 38 0.42 CCU(P) 62 2.10 
CUC(L) 4 0.04 CCC(P) 18 0.61 
CUA(L) 20 0.22 CCA(P) 36 1.22 
CUG(L) 0 0.00 CCG(P) 2 0.07 
AUU(I) 439 1.88 ACU(T) 77 2.07 
AUC(I) 27 0.12 ACC(T) 11 0.30 
AUA(M) 270 1.81 ACA(T) 61 1.64 
AUG(M) 29 0.19 ACG(T) 0 0.00 
GUU(V) 64 1.94 GCU(A) 67 2.37 
GUC(V) 1 0.03 GCC(A) 8 0.28 
GUA(V) 62 1.88 GCA(A) 37 1.31 
GUG(V) 5 0.15 GCG(A) 1 0.04 





Codon Num. RSCU Codon Num. RSCU 
UAU(Y) 164 1.76 UGU(C) 30 1.76 
UAC(Y) 22 0.24 UGC(C) 4 0.24 
UAA(*) 0 0.00 UGA(W) 89 1.89 
UAG(*) 0 0.00 UGG(W) 5 0.11 
CAU(H) 56 1.65 CGU(R) 16 1.21 
CAC(H) 12 0.35 CGC(R) 2 0.15 
CAA(Q) 53 1.83 CGA(R) 30 2.26 
CAG(Q) 5 0.17 CGG(R) 5 0.38 
AAU(N) 229 1.81 AGU(S) 35 0.85 
AAC(N) 24 0.19 AGC(S) 2 0.05 
AAA(K) 93 1.79 AGA(S) 75 1.82 
AAG(K) 11 0.21 AGG(S) 1 0.02 
GAU(D) 61 1.82 GGU(G) 53 1.08 
GAC(D) 6 0.18 GGC(G) 12 0.24 
GAA(E) 66 1.81 GGA(G) 102 2.07 
GAG(E) 7 0.19 GGG(G) 30 0.61 


A total of 3 711 codons are analysed, excluding the termination codons. Num: number of each codon. RSCU: relative synonymous codon usage. *: stop codons. 


3.3 Transfer RNA genes and ribosomal RNA genes 

The DHU arm of tRNA™ (AGN) has only a simple 
loop, common in most insects (Hong et al, 2008; Kim et 
al, 2006; Salvato et al, 2008; Wolstenholme, 1992). 
Similar to Parnassius bremeri (Kim et al, 2009), the 
tRNAs of A. ilia harbor 7 base pairs in amino-acyl stems, 
5 base pairs in anticodon stems, and 7 base pairs in 
anticodon loop. However, the base pair numbers vary in 
other tRNA portions, especially within the TYC loops 
(3-10 bp) (Tab. 3). 

Among the 22 tRNA genes 32 mismatched base 
pairs were found, 10 on the amino acyl stem, 9 on the 
DHU stem, 1 on the TYC stem and 9 on the anticodon 
stem. Twenty were between guanine and uracil, 
justifiable in terms of structural stableness (Topal & 
Fresco, 1976). Some unconventional mismatches were 
also observed, e.g. A-C (1), A-G (1), and U-U (8). 
Similar cases were also seen in other lepidopteran 


species. For example, C. raphaelis has 8 U-U 
mismatches in tRNAs; A. issoria exhibits a G-A and a C- 
U mismatches in the tRNA"; H. autonoe contains a U-U 
and a A-C mismatches in tRNA‘ (UUR), H. cunea has 
U-U mismatches in tRNA*“", tRNA‘ (CUN), and 
tRNA‘ (UUR) (Liao et al, 2010). These mismatches 
can be corrected through RNA-editing mechanisms that 
are well known for arthropod mtDNA (Lavrov et al, 2000) 

As in other lepidopteran species, the A. ilia 
mitogenome was found to harbor two rRNA genes (776 
bp srRNA and 1 333 bp IrRNA). The AT content of 
STRNA was 84.9%, similar to those of other lepidopteran 
insects (87.5% for Phthonandria atrilineata (Yang et al, 
2009), 82.0% for Ostrinia furnacalis (Coates et al, 2005)) 
(Tab.2). The AT content of IrRNA (85.0%) also fell into 
the range for other lepidopteran insects (85.1% for P. 
atrilineata, 81.4% for Ostrinia Lunifer (Salvato et al, 
2008)) (Tab. 2). 
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3.4 Intergenic spacer and overlapping sequence 

The spacer 1 of 49 bp was located between the 
tRNA®™ and ND2 genes and this spacer had the same 
size to that in O. furnicalis, Ostrinia nubilalis (Coates et 
al, 2005), B. mori and B. mandarina (Yukuhiro et al, 
2002). It has been suggested that the spacer would 
remain invariant in length in some congeneric species 
(Cameron & Whiting, 2008), however, new findings 
showed divergence among Apatura Metis (unpublished, 
NC-015537) and A. ilia (Tab. 4). The comparison of this 
spacer with the neighboring ND2 gene showed 63% 
homology. Likewise, the cases for H. autonoe (74%), P. 
bremeri (70%), P. atrilineata (70%), C. raphaelis (62%), 
A. melete (70%) and B. mori (63%) all suggest that this 
spacer sequence originated from the ND2 gene (Kim et 
al, 2009). 

Like spacer 1, spacer 2 was also 49 bp in length and 
found between ND6 and Cyt b. It is notable that a 
microsatellite-like repeat (TA); was identified within 
this region. This case is extremely rare among the known 
nymphalid mitogenomes (the other example is in A. 
metis which has (TA); in this region). 

Spacer 3 was 13 bp and located between tRNA?* 
(CUN) and NDI. This spacer sequence held a 7-base 
motif ATACTAA. A similar motif has been identified in 
previous studies as a plausible conservancy in all 
Lepidoptera species sequenced so far (Kim et al, 2009; 
Cameron & Whiting, 2008; Liao et al, 2010; Salvato et al, 
2008). It may be functionally essential in the recognition 
of the mtDNA TERM (the transcription termination 
peptide). 
demonstrated mixed results in Nymphalidae species. For 


Recent mitogenomic sequence data has 
example, in H. autonoe a 6-bp spacer (Kim et al, 2010) 
was located between tRNA (CUN) and NDI, and the 
7-bp motif ATACTAA located within tRNAS (CUN), 
whereas in C. dauidis, A. hyperbius and A. issoris, the 
two genes were overlapped for 1 or 2 bp and the motif 
was located at the 3’ end of the ND1 gene. 

The 12-bp spacer 4 was located between ND4L and 
tRNA™, being longer than those of other nymphalid 
species. All remaining spacers in A. ilia are less than 10 
bp. 

We also found two overlapping sequences which 
are conservative in Lepidoptera, one was 7 bp long and 
the other 8 bp. The 7-bp sequence was located between 
ATP8 and ATP6 as ATGATAA, and the 8-bp overlap 


was located between tRNA™ and tRNA“ as 


AAGCCTTA, These two sequences have also been 
detected in other lepidopteran insects, such as P. bremeri, 
H. cunea and P. atrilineata. Based on data of the 
the two 


presently sequenced lepidopteran insects, 


overlapping sequences postulated to be 
conservative across lepidopteran insect taxa. Another 5- 
bp sequence was located between COI and tRNA‘. The 


remaining five overlapping sequences range from 1 to 3 


were 


in size. So far the 3-bp overlap between tRNA" and 
tRNA“ has been found in all sequenced Nymphalidae 


species. 
3.5 A+T-rich region 
The AT-rich region functional in mtDNA 


replication and transcription (Taanman, 1999). The 
origin of the major-strand replication was studied in the 
AT-rich region in vertebrates (Tapper & Clayton, 1981), 
followed by the detection on both strands of mtDNA in 
1987; 
In recent years 


Drosophila species (Clary & Wolstenholme, 
1980). 
investigations were expended to the replication origin of 


Fauron & Wolstenholmn, 


the minor-strand in Diptera, Lepidoptera, Coleoptera and 
Orthoptera, and the results suggest that the replication 
origin site of mtDNA minor-strand in insects is located 
before the poly-T structure, which is standing at the 3’ 
end of the AT-rich region (Saito et al, 2005). 

The AT-rich region of A. ilia has some common or 
similar structural features for lepidopteran insects. It 
harbors a 21-bp poly-T stretch located 18 bp upstream 
from srRNA and preceded by a motif ATAGA. The 
poly-T stretch and the motif composed the origin site for 
the minor-strand replication, recognizable as a structural 
signal by regulating proteins (Kim et al, 2009). 
Additionally, there are two microsatellite-like repeats of 
(TA)io and (TA), which are preceded by a conserved 
motif ATTTA and located upstream of (TA);o repeat. At 
the 5’ end of this region there is a 14-bp poly-A structure, 
shortened to be 10 bp by inserting a single T base. A 
similar case was found for other nymphalid butterfly 
species; for example, the poly-A of A. issoris mtDNA 
was inserted by a guanine. Functionally, the poly-A was 
assumed to be the replication origin location of the 
mtDNA major-strand because of its connection with 
tRNA™" (Kim et al, 2009). 
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《 猴 、 猿 、 人 一 一 思考 人 性 的 起 源 》 新 书简 介 


中 山大 学 人 类 学 系 的 张 鹏 著 《 锋 、 猿 、 人 一 -思考 人 性 的 起 源 》 一 书 已 于 2012 年 1 月 由 中 山大 学 出 版 
社 出 版 。 书 中 全 面 讨 论 了 人 与 猿 猴 的 异同 ， 党 试 从 灵 长 类 进化 的 新 视角 探索 人 性 起 源 ， 解 释 人 类 的 共通 
性 及 其 生物 学 本 质 ， 并 为 读者 提供 理解 自身 的 新 思维 。 目 前 国内 灵 长 类 的 书籍 不 多 ， 欢 迎 读者 订阅 ! 


《 猴 、 猿 、 人 一 一 思考 人 性 的 起 源 》 简 介 : 

毫 无 疑问 ， 人 类 是 600 余 种 灵 长 类 中 的 一 种 。 解 剖 学 者 说 猿 猴 的 手掌 、 指 纹 、 大 脑 等 身体 结构 与 人 
类 似 。 行 为 生态 学 者 说 猿 猴 的 行为 和 复杂 社会 关系 与 人 类 似 。 人 类 学 者 说 猿 猴 的 工具 使 用 技能 和 文化 传 
播 可 能 接近 于 人 类 的 锥 形 阶段 。 心 理学 者 说 猿 猴 是 地 球 上 最 聪明 的 动物 。 保护 生物 学 学 者 说 有 猿 猴 生活 
的 森林 一 定 是 最 健康 的 和 森林， 保护 猿 猴 就 是 保护 森林 生态 。 医 学 工作 者 说 猿 猴 的 免疫 系统 接近 于 人 ， 是 
克服 人 类 疾病 的 最 住 模型 动物 。 分子 生 物 学 者 说 黑猩猩 属 与 人 类 基因 相似 度 高 达 98. 7%， 是 与 人 类 最 近 
缘 的 物种 。 可 以 说 ， 狼 猴 是 一 面 多 棱镜 ， 从 方方面面 映射 出 人 性 起 源 的 背景 。 

本 书 是 目前 国内 第 一 本 综合 介绍 灵 长 类 知识 的 书籍 。 书 中 全 面 讨论 了 人 与 猿 猴 的 异同 ， 尝 试 从 灵 长 
类 进化 的 新 视角 探索 人 性 起 源 ， 解 释 人 类 的 共通 性 及 其 生物 学 本 质 ， 并 为 读者 提供 理解 自身 的 新 思维 。 
第 一 章 介绍 了 人 类 的 生物 属性 ， 第 二 章 进 一 步 详 细 介 绍 了 近代 灵 长 类 学 的 诞生 与 发 展 过程 ; 从 第 三 章 到 
第 十 章 ， 分 章节 介绍 了 灵 长 类 的 起 源 与 分 类 、 和 生态、 行为、 社会 、 文 化 、 智 能 、 疾 病 与 遗传 、 生 命 伦 理 
与 保护 等 各 方面 知识 。 第 十 一 章 总 结 了 人 类 与 猿 猴 的 区 别 ， 以 及 解答 如 何 界 定 人 类 等 长 期 未 解 的 自身 谜 
团 . 
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松江 鳃 鱼 野 生 群 体 遗 传 多 样 性 的 RAPD 分 析 和 
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摘要 : 首先 ， 从 294 条 10 个 碱 基 随 机 引物 中 ， 筛 选 出 32 条 多 态 性 引物 ， 对 富 春江 、 


























个 松江 鲈鱼 (Trachidermus fasciatus) 野 生 群 体 共 120 尾 个 体 进行 RAPD 分 析 。 结 果 表 明 , 松江 鲈鱼 野 4 
传 多 样 性 较 丰 富 ， 其 主要 表现 在 : © 在 扩 增 得 到 的 591 个 位 点 中 ,有 515 个 (87.14%) 位 点 呈现 多 态 性 ， 群 






























































mp. WERDEN 
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[等 4 





态 位 点 比率 (P) 的 大 小 顺序 为 : 富 春 江 群 体 89.17%> 黄 河 群 体 87.999518 YL AEA 86.63%> 漆 河 群体 83.25%. 松 
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出 现 频率 , 在 鸭绿江 群体 最 高 (96.67% 和 93.33%)、 富 春江 群体 其 次 (83.33% 和 90%). 38 


























66.67%)、 深 河 群 体 最 低 (13.33% 和 20%)。 因 此 , SCAR015P、SCAR02 ?可 作为 鉴别 松 洒 














3 群体 的 分 子 标 记 。 


关键 词 : 松江 鲈鱼 ; 遗传 多 样 性 ; RAPD; SCAR 标记 
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Ww 等 5 个 特异 RAPD 


江 包 鱼 群 体 间 的 Shannon 信息 指数 (加 和 Nei's 遗传 多 样 性 指数 (GD 分 别 在 0.3393~0.3566 和 0.2157~0.2279 Ù], XE 
河 群 体 的 值 较 其 他 3 群体 稍 低 ， 若 作为 一 个 整体 ， 则 总 的 Shannon 信息 指数 (17) 和 Nei's 遗传 多 样 性 指数 (CD 分 昂 
为 0.3710+0.2153 和 0.2336+0.1643. © 虽然 群体 间 基 因 流 值 (Ni) 在 5.76103 ~19.84497 fil], REH 
在 程度 不 同 的 基因 交流 ,但 分 子 方差 分 析 (AMOVA) 结 果 却 表明 , 各 群体 间 存 在 显著 (P<0.05) 或 极 显 著 (P<0.01) 的 
遗传 分 化 。@) 聚 类 分 析 表 明 , 鸭绿江 群体 首先 与 黄河 群体 聚 为 一 支 ,再 与 富 春江 群体 相聚 ， 最 后 与 和 
河 群 体 聚 类 ,表明 鸭绿江 、 黄 河 、 富 春江 等 3 群体 间 的 遗传 距离 与 彼此 间 的 地 理 距离 远近 密切 相关 ， 而 洪 河 群体 
与 它们 的 遗传 距离 较 远 。 其 次 ， 从 获得 的 SiS, 3 P. SiP, Sis% P, S134, S1345 
条 带 中 , 成 功 地 由 S155, 9. S1253! P RHE 4} IHE! SCAR01560 ^. SCARO2/9 ™ fff SCAR 标记 。 这 两 个 标记 的 
河 群 体 再 其 次 〈56.67% 和 


也 理 群 体 间 存 
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Analysis of genetic diversity in wild populations of Trachidermus 
fasciatus by RAPD and the transformation of two SCAR markers 


ZENG Zhen, LIU Zhi-Zhi', PAN Lian-De , TANG Wen-Qiao, WANG Qian”, GENG Yun-Hao* 


(Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources Certificated by Ministry of Education, Shanghai Ocean University, 


Shanghai | 201306, China) 


Abstract: Firstly, RAPD was conducted to analyze genetic diversity of Trachidermus fasciatus in the Fuchun River 
population (FR), Yellow River population (YR), Luan River population (LR), and Yalu River population (YL), with 32 
polymorphic 10-bp random primers selected from 294 ones. Thirty wild individuals were detected in each population. 
The results indicated that the genetic diversity of T . fasciatus was relatively rich. The major results were as the following: 
1) Altogether, 591 bands were detected and 515 of them were polymorphic, accounted for 87.1496. The range of 
proportion of polymorphic loci (P) was: FR(89.17%)>YR(87.99%)>YL(86.63%)>LR(83.25%). 2) The Shannon's 
information index(/;) and Nei's genetic diversity(/7;) among populations were 0.3393—0.3566 and 0.2157—-0.2279, 
respectively. Compare to other three populations, LR population had relative lower values. If took the populations as a 





whole, the total Nei's genetic diversity(H7) and Shannon's information index(/1) was 0.2336+0.1643 and 0.37104 





-0.2153, 


respectively. 3) The value of gene flow (Nm ) (5.76103—19.84497) were high, indicating certain gene exchange existed 
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among the four populations. But the AMOVA results exhibited significantly differentiation (P«0.05 or P«0.01) among 
the populations. 4) In the UPGMA tree constructed according to genetic distance, YL and YR populations clustered 
firstly, then with FR population, and finally they joined to LR population. Obviously, the YL, YR and FR populations 
had relatively close relationship according to their geographic distance, whereas LR population showed clear divergence 


to the other three populations. Secondly, out of the five special RAPD bands (S1225 "P, S412256 ™, S, Ib S1345 


695 bp 


and S1445? P, SCAR maker SCAR01?9 ™ and SCAR0279 WP were successfully transformed from S1255° and S,,,, "4! "P. 
respectively. After large samples examination of the two markers, we found the highest frequency (96.67% and 93.33%) 
in the YL population, higher frequency (83.33% and 90%) in the FR population, high frequency (56.67% and 66.67%) in 
the YR population, and the lowest frequency (13.33% and 20 96) in the LR population. Therefore, SCARO1?9? ? and 
SCARO02/? "P can be used as special molecular markers for the population identification between LR and other three 


populations. 


Key words: Trachidermus fasciatus; Genetic diversity; RAPD; SCAR marker 


松江 鲈鱼 (Trachidermus fasciatus, HeckeD) 隶 属 
HJE H (Scorpaeniformes) E 4 £4 fl (Cottidae) ^ YT. 
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(sequence characterized applied region, SCAR) 是 在 
RAPD 技术 基础 上 发 展 起 来 的 一 种 可 靠 、 稳 定 、 可 


























fi ft Jj (Trachidermus), WER “ yug" e. FE — Ph 
降 WH) Wy Wel Ue PE 44 28 (Hubei Institute of 
Hydrobiology Laboratory of Ichthyology, 1976)。 它 个 
体 不 大 , (AA AA Eh, HI BOA UR 
限于 长 江口 咸 淡水 域 及 附近 小 河中 (Hubei Institute 
of Hydrobiology Laboratory of Ichthyology, 1976); 
不 过 , 最 近 Wang (2006358, AA MAAR. H 
鲜 西 南部 到 中 国 东部 沿海 及 相 邻 淡水 水 域 都 有 分 
布 。 在 中 国 ， 随 着 经 济 的 发 展 ， 因 气候 变化 、 环 境 
污染 及 水 利 设施 的 修建 等 诸多 因素 的 影响 , 松江 鲈 
1 资源 日 益 枯竭 、 种 群 濒危 ， 已 于 1988 年 被 列 为 国 
家 二 级 保护 动物 (Wang & Liang,2008)。 进 入 21 tH: 
AAR, 先后 有 研究 者 从 形态 、 生 化 遗传 到 分 子 水 
平 上 对 松江 鲈鱼 的 种 质 资源 进行 了 分 析 (Liu et al, 
2010; Wang et al, 2001, 2002; Wang & Liang, 2008; 
Xu et al, 2008, 2009), 但 这 些 报道 受 限于 野生 个 体 
难 竟 等 原因 , 研究 结果 尚 难以 全 面 、 客 观 地 反映 中 
国 现 有 松江 鲈鱼 野生 种 群 的 遗传 多 样 性 现状 ; 男 一 
方面 ,关于 松江 鲈鱼 种 群 分 化 问题 ,研究 者 的 观点 
也 不 尽 一 致 (Liu et al, 2010; Wang et al, 2001, 2002; 
Wang & Liang,2008; Xu et al, 2008, 2009)。 因 此 , X 
用 其 他 分 子 标记 方法 ， 从 不 同 侧面 进一步 探讨 这 些 
问题 十 分 必要 。 

随机 扩 增 多 态 性 DNA(random amplified 
polymorphic DNA，RAPD) 技 术 是 由 Wiliams et 
al(1990) 和 Welsh et al(1990) 提 出 的 一 种 具有 简单 、 
快速 、 高 效 等 特点 的 分 子 标 记 ， 已 被 广泛 地 应 用 于 
生物 的 亲缘 关系 、 遗 传 多 样 性 、 群 体 遗 传 、 种 质 鉴 
定 等 多 方面 的 研究 (Barman et al, 2003; Gao et al, 
2007; Yan et al，2005)。 序 列 特定 扩 增 区 域 标记 




































































































































































































































































































































































长 期 利用 的 标记 技术 , 因 其 具有 稳定 性 好 、 重 现 性 
高 等 特点 , 已 被 国内 外 研究 者 广泛 应 用 于 大 西洋 镍 
(Salmo salar), WLfi&(Oncorhynchus mykiss)(Zhang et 
al, 2007). B]3kfii(Megalobrama amblycephala) (Zou 
et al, 2005). ri =” Je 9 9 HE f (Oreochromis 
niloticus)(Li et al, 2010). WILL li Cyprinus carpio 
var color(Lu et al, 2011). X RJ E 2 dE f& 
(Oreochromis aureus)(Gao et al, 2008) 等 许多 水 产 动 
物 的 群体 间 特 异性 分 子 标记 或 品系 鉴别 。 本 研究 采 
用 RAPD-SCAR 分 析 方 法 ， 既 从 核 基 因 组 角度 分 析 
松江 鲈鱼 的 群体 遗传 多 样 性 ， 又 力求 寻找 地 理 和 群体 
间 的 分 子 标 记 ， 为 松江 鲈鱼 种 质 资源 的 保护 与 利 
用 、 种 群 鉴别 提供 基础 资料 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

试验 所 用 的 野生 松江 鲈鱼 样本 ， 分 别 采 自 浙 ; 
富 春江 (简称 富 春江 群体 , 用 FR 表示 )、 山 东 黄 河 入 
海口 (简称 黄河 群体 , 用 YR 表示 )、 河 北 洪 河 (简称 
URBS 用 LR 表示 )、 LT SARL (fa AS ARYL HE 
Jk, 用 YL 表示 )。 每 个 群体 均 采 集 活 鱼 30 一 40 Æ, 
剪 取 约 0.2 g 右 胸 鱼 ， 放 入 1.5 mL 离心 管 中 ， 先 用 
95% 酒 精 保存 48 h 后 , 换 用 75% 酒 精 保 存 于 4 "CK 
箱 中 备用 。 
12 方法 
1.2.1 基因 组 DNA 的 提取 采用 常规 的 “ 酚 -氯仿 ?” 
法 ,参照 文献 (Liu et al，2009) 的 方法 进行 。 提 取 的 
DNA 于 -20 ‘CC 冰箱 保存 备用 。 
1.2.2 RAPD-PCR 扩 增 ”10 碱 基 随 机 引物 294 条 
(引物 编号 为 S11-S40、S122-S185、S1210-S1409), 购 
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上 海 生 工 生 物 工 程 技术 服务 有 限 公 司 。 参 照 说 明 
书 配置 浓度 5 umolL, -20 人 冰箱 保存 备用 。PCR. 
反应 体系 25 ul: 包括 含 2.5 uL buffer. 1 uL dNTPs 
(2.5 umol/L), 引物 2 uL. 2uL 基因 组 DNA、0.6 uL 
Taq DNA 聚合 酶 (北京 艾 德 莱 生 物 科 技 有 限 公 司 ，5 
U/uL). 169 uL 去 离子 水 (天 根 生 化 有 限 公 司 )。 反 
应 条 件 为 : 94 ‘C 预 变性 3 min, 94 人 变性 45 s、36 
CBK 45s. 72 °C Efi 90 s, 45 个 循环 后 , 72 "CE 
ff 10 min. Dr PCR 反应 均 在 Mastercycler ep 
gradient S (Eppendorf) PCR 仪 上 进行 。 取 10 uL 
PCR 扩 增 产物 ， 经 凝 胶 ( 含 EB 0.5 pg/mL) 电 泳 (5 
V/em)1.5 h Ja, 用 BIO-RAD Gel Doc XR 凝 胶 成 像 
系统 拍照 和 分 析 。 

12.3 数据 分 析 ”经 电泳 获得 的 RAPD 图 谱 , 在 
同一 电泳 迁移 位 置 上 , 有 RAPD 扩 增 条 带 的 计 为 
1, 没有 的 计 为 0， 将 每 群体 所 有 个 体 在 全 部 位 点 
上 的 谱 带 式样 组 成 一 个 “0 BRO” FER. EBRE 
Hardy-Weinberg ^fi P, 用 POPGENE 32 软件 进行 
分 析 , 计算 多 态 位 点 数 、 多 态 位 点 比例 (P)、Nei’s i 
传 多 样 性 指数 (HT)、Shannon 信息 指数 (77)、 群 体 间 
遗传 相似 度 及 群体 间 遗 传 距离 等 。 根 据 群 体 间 的 遗 
IRIEN, ff] MEGA4.0 (Tamura et al, 2007) 软 件 包 中 
的 “UPGMA” 程 序 对 4 个 群体 进行 聚 类 分 析 ， 
Arlequin 3.0(Excoffier et al, 2005) 软件 进行 分 子 方 
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2:4) Wr(analysis of molecular variance, AMOVA), it 
算 遗 传 分 化 指数 (Fs 。 

1.2.4 RAPD 产物 的 克隆 ”利用 DNA 快速 回收 试 
剂 盒 (北京 艾 德 莱 生 物 科 技 有 限 公 司 )， 从 1.8% 琼 脂 
糖 凝 胶 中 回收 纯化 RAPD 特异 片段 。 将 纯化 片段 连 
接 到 pMD19-T Vector 载体 (TaKaRa 公司 )， 然 后 转化 
入 TOP10 感受 态 细胞 (天 根 生 化 有 限 公司 )。 根 据 蓝 
白斑 原理 ， 挑 选 白色 菌落 进行 摇 菌 , 用 M13+/- 引 物 
做 菌落 PCR、 筛 选 鉴定 阳性 克隆 , 每 个 个 体 挑选 3 个 
阳性 克隆 进行 测序 (上 海 美 吉 生 物 医 药 有 限 公司 )。 
12.5 SCAR 标记 的 筛选 将 RAPD 扩 增 产生 的 特 
异性 条 带 回 收 并 克隆 、 测 序 。 根 据 测 序 结 果 ， 用 
Primer Premier3.0(Rozen & Skaletsky, 2000) 软 件 设 
计 19 一 25 bp 的 正 反 引物 ， 先 经 小 样本 (每 群体 8 个 
体 )PCR 筛选 ,对 仍 能 扩 增 出 目的 条 带 的 引物 再 
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Hu 
行 大 样本 (每 群体 30 个 体 ) 验 证 。PCR 扩 增 参数 基 
本 与 RAPD 分 析 保持 一 致 ,但 退火 温度 稍 做 变动 
表 1)、 循 环 次 数 减 为 35 个 。 
24 R 
2.1 RAPD 扩 增 结果 

本 研究 从 294 条 10 碱 基 随 机 引物 中 ,筛选 出 


32 条 扩 增 结果 稳定 、 重 复 性 好 的 引物 (图 D), 对 4 
个 松江 鲈鱼 群体 进行 RAPD 分 析 。 获得 的 总 位 点 数 




























































































表 1 SCAR 标记 的 引物 序列 、 退 火 温 度 及 扩 增 片段 大 小 


Tab.1 Primer sequence, annealing temperature and size of PCR band of SCAR markers 





RAPD 引物 ”RAPD 标记 带 引物 序列 退火 温度 扩 增 片段 SCAR 标记 
RAPD primer RAPD marker Primer sequence(5'-3") Annealing temperature (C) Size of PCR Band (bp) SCAR marker 
$1255 605 F: CAAGTCCGCTACCTGTAATGTCCG 64 560 SCAR01” >P 
R: CGTTATGCTGATGTTCTCCTCCCTC 
F: CATCCTAACCATCAACAGCCAATC 
841 R: CTACCCACGGCACCTTTCCA 644 443 SCAR02 '» 


24 23 22 21 


20 19 18 17 16 


Fig.1 


15 14 13 12 11 


19 18 17 16 


15 14 13 12 


11 10 





图 1 引物 Sizss(A) 和 Si34s(B) 的 扩 增 结果 
The amplification results of primer S1255 (A) and S134s(B) 





M:Marker;1~6:FR 群体 (FR population); 7 一 12:YR 群体 (YR population); 13~18:LR 群体 (LR population); 19~24:YL 群体 (YL population); 
箭头 所 指 为 特异 性 条 带 (Arrows directed the specific bands). 
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为 591 个 ,其 中 多 态 位 点 数 $15 (87.1496), 平均 每 
条 条 引物 产生 1846 个 位 点 ,， 扩 增 片 段 大 小 集中 在 
200—2 500 bp 间 。 松江 鲈鱼 群体 间 的 多 态 性 位 点 比 
例 (P) 的 大 小 顺序 为 : 富 春 江 群 体 (FR)89.17%> 黄 河 
群体 (YR)87.99%> 鸭 绿 江 群体 (YL)86.63%> 洲 河 群 
体 (LR)83.25%。 

在 4 群体 间 ， 共 获得 5 条 特异 性 RAPD 扩 增 带 
(图 1A, B, 箭头 所 指 )。 其 中 , 引物 Siss 有 3 条 特 

异性 带 : $557? P fr FR, YL 两 群体 的 出 现 率 

很 低 , 仅 6.67%, 即 只 有 2 个 体检 测 到 此 位 点 ， 而 在 
YR. LR 群体 却 较 高 ， 分 别 为 23.33%、76.67%; 与 
此 相反 , 条 带 Siss P Æ FR, YL 两 群体 的 出 现 率 
(90%、93.339%6) 最 高 ， 而 在 YR 群体 为 73.33%、 在 
LR 群体 仅 13.33%; 条 带 Sis ”在 4 群体 间 的 出 
现 频率 与 Spss 类似 ,大 小 顺序 为 : YL 
(96.67%)>FR (90%)>YR (83.33%)>LR (13.33%) . 5| 
物 Sizs 2 条 特异 性 带 : S134555 外 和 S13 m ed bP, 其 
EIXE YL 和 群体 均 为 100%, 在 FR 和 YR 两 群体 
均 为 93.33%, 而 在 LR 群体 中 却 只 有 16.67%。 
22 ”群体 遗传 多 样 性 与 遗传 分 化 

4 个 松江 鲈鱼 群体 间 的 Shannon 信息 指数 (17)、 
Nei's 遗传 多 样 性 指数 (ED 分 别 在 0.3393~0.3566 和 
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R2 松江 鲈鱼 群体 的 Shannon 信息 指数 (和 Nei’ s 遗传 


多 样 性 指数 (H7) 


Tab.2 Shannon’s information index (/;)and the Nei? s 





genetic diversity (Hr) in the populations of 
Trachidermus fasciatus 
GRA i Hr 
FR 0.3560+0.2308 0.2259 3- 0.171 
YR 0.3566+0.2380 0.2279+0.1768 
LR 0.3393+0.2382 0.215740.1727 
YL 0.3438+0.2365 0.2183+0.1743 








群体 的 Shannon (F RŽI, Nei’s 遗传 多 样 性 指 
数 (H7) 分 别 为 0.3710+0.2153、0.2336+0.1643 。 可 见 ， 
松江 鲈鱼 群体 的 基因 多 样 性 较 高 。 

分 子 方差 分 析 (AMOVA) 结 果 表 明 ( 表 3), 在 
传 变异 的 总 方差 中 , 仅 4.63% 的 差异 来 自 群体 间 ， 
而 95.37% 的 差异 存在 于 群体 内 个 体 间 。4 群体 总 遗 
传 分 化 指数 (Fw) 为 0.0463。 由 表 4 可 知 , 群体 间 的 
Fy 值 在 0.02458~0.07986 ÙJ, 其 中 LR 群体 与 FR、 
YL. YR 群体 的 Fo (RABE AK, YR. YL 群体 间 的 Fa 
值 最 小 (0.02458)， 群体 间 存 在 显著 (P<0.05) 或 极 显 
著 (P<0.01) 的 遗传 分 化 。 不 过 ， 由 基因 流 值 (WN) 的 大 
小 可 知 , 各 地 理 群 体 间 均 存在 一 定 程度 的 基 
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0.2157-0.2279 间 ( 表 2)。 比 较 而 言 , LR 群体 的 值 较 
LE 3 群体 稍 低 。 若 将 4 群体 看 成 一 个 整体 ， 则 总 


表 3 
Tab.3 AMOVYA analyses in the 














Source of variation 





度 
Degree of freedom 




















总 方差 


Sum of squares 


因 交 流 ， 
H YR. YL 群体 间 的 Nm 最 强 


(19.84497)， 而 FR. 
LR 群体 Nn 最 弱 (5.76103)( 表 4). 

















松江 鲈鱼 群体 间 遗 传 差异 的 AMOVA 分 析 


populations of Trachidermus fasciatus 


变异 组 成 


Variance components 


变异 百分比 


Percentage of variance (%) 

















群体 间 


Among populations 


群体 内 
Within population 


3 


116 


481.200 


7577.333 


3.1693 4.63 


65.3218 95.37 





总 计 Total 119 


表 4 


8058.533 


68.4911 100 


松江 鲈鱼 群体 间 基 因 交 流 值 UVm, 对 角 线 上 方 ) 与 遗传 分 化 指数 (Ft, MAB EA) 


Tab.4 The value of gene flow (N,,,above diagonal) and Genetic differentiation index (F;,,below diagonal) among the 


four populations of Trachidermus fasciatus 





RoR FR YR LR YL 
FR 12.38578 5.76103 16.27473 
YR 0.03880(P<0.01) 10.98051 19.84497 
LR 0.07986(P<0.01) 0.04355(P<0.01) 7.97009 
YL 0.02981(P<0.01) 0.02458(0.01<P<0.05) 0.05903(P<0.01) 
2.3 BED 离 最 小 ， 分 别 为 0.9919 和 0.0082; 相反 , FR 和 LR 


H 





YR 和 YL 和 群体 间 的 遗传 相似 度 最 大 而 遗传 昌 


群体 间 的 遗传 相似 度 最 小 而 遗传 





E 离 最 大 ， 分 别 为 
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0.9757 和 0.0246( 表 $)。 根 据 遗 传 距 离 进 行 聚 类 分 析 
表明 , YL 群体 与 YR 群体 首先 聚 为 一 支 ， 然 后 与 FR 
群体 聚 类 ， 最 后 与 单独 为 一 支 的 LR 群体 相聚 (图 
2)。 显 然 , LR 群体 与 其 他 3 个 群体 间 的 遗传 距离 较 





























(29/30); 而 在 LR 群体 的 30 MAH, 仅 4 尾 具 有 此 
标记 ， 出 现 频率 很 低 (13.33%)。 同 样 ，SCAR02“ 3 PP 
标记 在 FR. YL 两 群体 的 出 现 频率 也 很 高 ， 分 别 为 
90%(27/30) 和 93.33%(28/30); 在 YR 群体 的 出 现 频 













































































xc, 而 YL. YR, FR 群体 间 的 亲缘 关系 与 彼此 间 地 
理 距 离 的 远近 密切 相关 。 














表 5 群体 间 的 遗传 相似 度 (对 角 线 上 方 ) 和 遗传 距离 
(对 角 线 下 方 ) 
Tab.5 Genetic identity (above diagonal) and genetic 
distance (below diagonal) within or among 
populations of Trachidermus fasciatus 


群体 


Population FR XR HE YL 
FR 0.9862 0.9757 0.9886 
YR 0.0139 0.9850 0.9919 
LR 0.0246 0.0151 0.9814 
YL 0.0115 0.0082 0.0188 
0.3826 | HEAR FR 














- ; 
| 02069 | 0.4185 YL 
1.0080 LR 


0.2 
图 2 基于 遗传 距离 的 4 个 松江 鲈鱼 群体 间 的 UPGMA 
RRIAT 
Fig.2 Dendrogram o f the four populations of Trachidermus 
Jasciatus by UPGMA based on genetic distance 


























2.4 特异 性 RAPD 条 带 的 克隆 、 测 序 及 SCAR fis 
记 的 建立 与 验证 

对 5 个 特异 性 RAPD 条 带 进行 测序 后 发 现 ,， 它 
们 的 大 小 分 别 为 520、600、840、690 和 820 bp Æ 
4i, 5 RAPD 扩 增 的 条 带 大 小 基本 一 致 (图 1), 表明 
得 到 的 序列 是 真实 的 目的 片段 。 在 这 5 个 特异 性 条 
带 上 成 功 设计 了 5 对 SCAR 标记 引物 ， 但 经 小 样本 
PCR 验证 后 发 现 ， 只 有 Si2ss 和 Siss! bp 
(GenBank 序列 号 : JN714551、JN714552) 仍 能 扩 增 
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率 也 较 高 , 为 66.67%(20/30); 但 在 LR 群体 出 现 的 
频率 比较 低 ， 仅 20%(6/30)。 可 见 ，SCAR01560 "P Fil 
SCAR0243 下 可 作为 鉴别 松江 鲈鱼 LR 群体 与 其 他 3 
群体 的 特异 性 分 子 标记 。 


























M 1615 14 13 12 11 1098765 4 3 21 
1200 bp 
900 bp 
700 bp 
500 bp 
300 bp 


M I6 15 14 13 1211 10 9 87 6 5 4 3 2 1 
1200 bp 
900 bp 
700 bp 
500 bp 
300 bp 


图 3 S1255 P AI s, P HY BEEK) SCAR 转化 
Fig.3 SCAR bands from S155, and S1255"! op markers 
A: SCAR0156 "^ B: SCARO2/? "^,  M:Marker;l — 4:FR 群体 (FR 
population); 5~8:YR 群体 (YR population); 9—12:LR 群体 (LR population); 
13—16:YL 群体 (YL population). 


3 it it 


3.4 松江 鲈鱼 群体 遗传 多 样 性 与 种 群 遗 传 结构 

现代 遗传 学 的 观点 认为 ,遗传 多 样 性 的 高 低 与 
一 个 物种 的 适应 能 力 、 生 存 能 力 及 进化 潜能 密切 相 
Ko BEA EVERY FRE, 可 能 导致 物种 对 环境 适应 
能 力 的 降低 (Liu et al, 2009; Vrijenhoek,1994)。 因 此 ， 
了 解 濒危 物种 的 群体 遗传 多 样 性 ,对 其 保护 与 管理 
策略 的 制定 具有 重要 意义 。 关 于 松江 鲈鱼 群体 遗传 
多 样 性 , 先后 有 过 一 些 生 化 遗传 、 分 子 遗 传 等 方面 
的 报道 。 同 工 酶 的 分 析 结 果 表明 ,鸭绿江 流域 天 然 
种 群 的 多 态 位 点 比例 (10%) 和 平均 杂 合 度 (0.03), 在 













































































鱼 类 中 均 低 于 平均 值 (Wang et al, 2002); Xu et al 











出 特异 性 目的 片段 ( 表 1, 图 3), ER 3 个 标记 (序列 
未 上 传 ) 的 特异 性 消失 。 又 因 考 虑 引物 中 G、C 碱 基 
的 含量 ,特异 性 引物 的 上 、 下 游 位 置 未 从 序列 的 两 
端 开 始 ， 而 是 移 向 了 序列 的 中 间 部 分 ， 故 所 得 的 
SCAR 标记 SCARO179"». SCAR02*9 ?的 长 度 分 别 
要 比 对 应 的 RAPD 标记 短 ( 表 1, 图 3)。 接 着 , 为 进 
一 步 检测 SCAR 标记 的 有 效 性 , 在 松江 鲈鱼 4 群体 
共 120 尾 个 体 中 进行 大 样本 验证 。 结 果 表 明 ， 
SCAR015 着 标记 在 FR. YR 和 YL 群体 的 出 现 频 
率 分 别 高 达 83.33%(25/30)、56.67%(17/30) 及 96.67% 


































































































(2009) 通 过 ISSR 技术 ， 发 现 松 江 鲈 鱼 丹 东 、 秦 皇 岛 
群体 的 多 态 位 点 比例 (44%) 等 遗传 指标 均 较 低 。 而 
Liu et al (2010) 通 过 线粒体 控制 区 序列 的 多 态 性 分 
析 发 现 , 松江 鲈鱼 丹东 、 和 盘锦 、 秦 皇 岛 群 体 的 单 倍 
型 多 样 指 数 (Ed 维持 在 一 个 较 高 水 平 (0.989 一 1.00)。 
这 些 结论 的 不 一 致 ， 可 能 与 作者 所 用 同 工 酶 多 态 位 
点 Q4). ISSR 多 态 性 引物 数量 (4 个 ) 及 群体 样本 
数量 (6 一 15 尾 个 体 ) 偏 少 有 关 。 本 研究 借助 RAPD 
技术 , 使 用 32 个 多 态 性 10 碱 基 随机 引物 ， 从 整个 
基因 组 水 平 上 , 对 分 布 于 较 大 地 理 范 围 里 的 4 个 松 
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江 鲈 鱼 地 理 种 群 共 120 个 体 (每 群体 30 尾 样本 ) 进 行 
ay NT, 结果 表明 , 鸭绿江 群体 (YID) 与 黄河 群体 (YR)、 
富 春 江 群 体 (FR) 的 多 态 位 点 比例 (P) 在 86.63% ~ 
89.17% 间 ， 只 洪 河 群体 (LR) 略 低 (83.25%)。 这 些 值 
EEFE EKARA (Boleophthalmus pectinirostris, 
93.02%~96.35%, Liu et al, 2009)、 墅 生 小 黄鱼 
(Larimichthys polyactis, 91.03%, Han et al, 2007), 但 
tay E38 S fy (Cynoglossus semilaevis  Güntuer, 
76%~80%, Han et al, 2007)。 故 此 , 我 们 认为 野生 松 
江 鲈鱼 的 遗传 多 样 性 尚 较 丰 富 。 

种 群 遗 传 结构 是 指 遗 传 多 样 性 在 群 内 、 和 群 间 的 
分 布 , 即 遗传 分 化 。 种 群 遗 传 结构 可 反映 种 群 大 小 、 
繁育 系统 、 隔 离 程度 和 迁徙 格局 的 时 空 动态 。 分 化 
是 种 群 偏离 共同 祖先 所 经 历 的 进化 过 程 ， 反 映 了 种 
群 间 遗传 差异 的 大 小 和 距离 的 远近 。 环 境 为 种 群 分 
化 提供 了 特定 场所 ,自然 选择 使 分 化 得 以 实现 
(Tang et al, 2011)。 关 于 松江 鲈鱼 种 群 分 化 问题 ， 先 
后 有 些 零星 的 报道 。 从 表 型 性 状 上 看 ，Wang et al 
(2008) 发 现 , 松江 鲈鱼 鸭绿江 、 青 龙 河和 富 春江 等 3 
个 群体 的 分 化 虽 未 达到 亚 种 水 平 , 但 鸭绿江 群体 与 
其 它 两 个 群体 的 差异 较 大 。 在 分 子 水 平 上 , AFLP 和 
ISSR(Xu et al, 2008; 2009) 的 分 析 结 果 表 明 ， ANTE GS 
鱼 丹 东 群 体 、 秦 皇 岛 群体 间 的 分 化 不 明显 。 相 反 , 线 
粒 体 D-Loop 区 的 序列 分 析 结 果 则 显示 ,这 两 个 群 
体 间 存 在 显著 的 遗传 分 化 (Fs=0.1422，P<0.05)， 而 
盘锦 群体 与 它们 间 的 分 化 却 不 明显 (P>0.01) (Liu et 
al, 2010)。 上 述 观 点 的 不 尽 一 致 ， 应 与 研究 者 所 采用 
分 析 方 法 灵敏 度 的 不 一 、 样 本 数量 多 少 不 等 及 采样 
群体 地 理 位 置 的 远近 等 等 有 关 。 

本 研究 发 现 , 虽然 松江 鲈鱼 4 个 地 理 群 体 间 的 
Fs 值 (0.02 一 0.08 间 ) 不 是 很 大 , 但 这 些 群体 间 却 都 
存在 显著 (P<0.05) 或 极 显著 (P<0.01) 的 遗传 分 化 , 特 
别 是 LR 与 YL、LR 与 FR 群体 间 的 已 , 值 (0.05903 
和 0.07986) 较 大 ， 揭 示 漆 河 群 体 与 鸭绿江 、 富 春江 
群体 间 的 分 化 已 达到 Wright (1978) 标 准 的 中 等 程 
度 。 这 一 结果 与 Wang et al (2008) 的 形态 研究 结果 
相符 ,也 与 Liu et al (2010) 报 道 的 线粒体 分 析 结 果 
部 分 的 一 致 。 不 过 需要 指出 的 是 ,本 研究 的 4 个 群 
体 间 的 基因 交流 值 CWw=5 一 20>4 都 比较 大 ,特别 是 
YL, YR, FR 群体 间 的 基因 交流 值 更 大 (12 一 20)， 表 
明 它 们 间 的 基因 交流 较为 频繁 , 这 可 能 掩盖 了 各 群 
体 间 固 有 的 部 分 遗传 差异 ， 从 而 影响 了 彼此 间 遗 传 
分 化 指数 的 大 小 。 松 江 鲈鱼 繁殖 期 间 及 其 幼 鱼 在 近 
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海岸 生长 阶段 ， 季 节 性 海洋 沿岸 流 增 加 了 不 同 地 到 
种 群 间 的 混杂 与 基因 交流 的 机 会 , 特别 是 地 理 位 置 
相对 较 近 、 同 属于 黄海 海区 的 YR 和 YL 和 群体， 这 
种 交流 更 易 发 生 。 

在 UPGMA 聚 类 图 中 (图 2), YL. YR, FR 群体 
间 的 关系 与 彼此 地 理 位 置 的 远近 相 一 致 呈现 出 从 
北 到 南 的 分 布 格局 , 而 LR 群体 与 它们 的 亲缘 关系 
都 较 远 ， 显 示 出 明显 的 遗传 差异 。 

3.2 SCAR 标记 的 应 用 

特异 性 的 RAPD 条 带 转 化 而 来 的 SCAR 标记 ， 
克服 了 RAPD 重复 性 欠 佳 的 弱点 ， 已 被 广泛 应 用 于 
分 子 标记 辅助 育种 、 种 质 鉴 定 等 方面 (Li et al, 2010; 
Lu et al, 2011; Zou et al, 2005)。 本 研究 由 Si255605 ^P 
和 Siss 中 两 条 RAPD 特异 性 条 带 成 功 转 化 出 
SCARO1 9 中 和 SCAR02 如 的 SCAR 标记 。 大 样 
本 检测 表明 , 它们 的 出 现 频 率 在 YL. FR 群体 都 很 
高 (83%~97%), 在 YR 群体 比较 高 (56% 一 67%)， 而 
在 LR 群体 却 很 低 (13% 一 20%)。 因 此 , SCAR01” om 
和 SCAR02 ?可 作为 鉴别 漆 河 群体 与 其 他 3 群体 
的 分 子 标记 。 至 于 这 两 个 标记 与 什么 性 状 相 关联 ， 
有 待 以 后 的 研究 来 证 实 。 有 趣 的 是 , 在 每 群体 的 30 
尾 样本 中 , YL, FR 群体 未 出 现 这 两 个 标记 的 样本 数 
(1—2 £l 3—5 个 ), 惟 与 LR 群体 出 现 这 两 个 标记 的 
样本 数 (4 一 6 个 ) 接 近 。 若 假设 这 些 个 体 恰好 在 3 群 
体 间 发 生 了 互 换 , 则 YL. FR 群体 出 现 与 LR 群体 
不 出 现 标记 的 频率 几乎 达到 100%。LR 群体 的 养殖 
性 能 较 其 他 海区 的 差 (Pan et al, 2010), 在 4 群体 中 
的 遗传 多 样 性 最 低 、UPGMA 聚 类 树 中 与 其 他 群体 
的 关系 最 远 等 ， 都 揭示 该 群体 具有 自身 的 遗传 结构 
特点 ， 推 测 渤海 湾 海 区 内 可 能 存在 松江 鲈鱼 的 独立 
产 卵 场 ,值得 深入 调查 。 

本 研究 的 另外 3 个 RAPD brid, 经 克隆 、 测 序 
后 , 虽 曾 设计 多 对 引物 进行 验证 , 但 都 未 能 成 功 转 
化 为 SCAR 标记 。 类 似 的 现象 在 鲤 (Gao et al, 2007)、 
H|3kffj(Zou et al, 2005)、 奥 利 亚 罗 非 鱼 (Gao et al, 
2008) 的 SCAR 标记 转化 中 都 存在 。 究 其 原因 可 能 
dé: (1)8155 7 ^. S, P All S1345? P H BREE A 
组 中 可 能 是 高 度 重复 序列 , 在 转化 为 SCAR 标记 时 
特异 性 消失 ; (2) 若 产生 RAPD 特异 性 位 点 发 生 在 
随机 引物 的 退火 区 ,用 随机 引物 进行 RAPD 扩 增 
时 发 生 错 配 ,退火 不 良 而 不 能 扩 增 , 而 随机 引物 3' 
端 增加 了 9 一 15 个 碱 基 后 , 在 非特 异性 区 提供 了 足 
够 的 同 源 性 ， 克服 了 最 初 的 错 配 允许 引物 退火 扩 增 ， 
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使 原 有 的 特异 性 消失 (Gao et al, 2007; Xu et al, 
1995); (3) 也 可 能 是 特异 RAPD 带 位 于 引物 的 3 端 
或 者 与 基因 的 遗传 距离 较 远 ,连锁 不 紧密 造成 的 
(Gao et al, 2007)。 

接 下 来 , 我 们 将 着 力 寻 找 YL、YR、FR 群体 间 
的 特异 性 分 子 标记 ,为 松江 鲈鱼 天 然 种 质 资源 库 的 
保护 提供 分 子 水 平 上 的 鉴定 手段 。 
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上 海 海洋 大 学 海洋 生物 系统 和 神经 科学 研究 所 简介 


上 海 海洋 大 学 海洋 生物 系统 和 神经 科学 研究 所 是 在 上 海水 产 大 学 更 名 为 上 海 海洋 大 学 的 背景 下 ， 间 在 
为 开辟 一 条 新 的 基础 理论 与 应 用 学 科 能 “一 对 一 ”直接 合作 的 通道 ， 是 由 来 自 美国 马里 兰 大 学 的 特聘 教授 


宋佳 坤 博士 于 2007 年 11 月 创立 的 ， 是 一 个 开放 式 多 学 科 交 又 的 研究 平台 。 


目前 ， 本 所 主要 以 多 种 鱼 类 为 研 


完 对 象 ， 应 用 形态 解剖 ， 电 生理 和 分 子 生 物 学 等 多 种 技术 ， 对 鱼 类 特殊 感觉 器 官 的 形态 结构 、 功 能 、 进 化 
发 育 和 再 生 ， 以 及 对 环境 生态 的 适应 机 制 进行 深入 研究 ， 进 而 为 它们 在 仿生 学 和 各 种 不 同 应 用 领域 ， 有 机 


地 提供 理论 基础 。 


首 任 所 长 宋佳 坤 教授 毕业 于 上 海水 产 学 院 (本 校 前 身 ) 海水 养殖 专业 ; 1980 年 由 朱 元 鼎 院 长 和 中 科 院 
动物 所 郑 作 新 教授 推荐 ， 被 美国 密 执 安 大 学 (University of Michigan, Ann Arbor) 录取 并 获奖 学 金 (M 
中 科 院 自费 公派 留学 )， 主 修 比 较 神 经 生物 学 和 鱼 类 学 。 宋 佳 坤 教授 长 期 从 事 鱼 类 进化 形态 学 与 比较 神经 
生物 学 研究 ， 为 表彰 其 在 “ 脑 神 经 个 体 与 系统 发 育 理论 上 的 独特 见解 和 贡献 ， 以 及 在 鱼 类 侧线 与 侧线 神 系 


统 的 新 发 现 ” 于 1992 年 荣获 美国 先进 科学 协会 的 荣誉 会 员 (AAAS Fellow). 





目前 ， 该 团队 拥有 教师 5 名 ， 其 中 教授 2 人 ， 讲 师 2? 人 ， 是 一 支 以 中 青年 和 具有 海外 留学 经 历 的 教师 为 
主 的 创新 型 团队 。 该 团队 拥有 博士 后 1 名 、 研 究 生 17 名 ， 并 与 国内 外 多 所 著名 大 学 和 研究 所 建立 了 实质 性 
的 合作 和 交流 。 该 所 成 立 以 来 ， 在 学 校 及 学 院 的 支持 下 ， 科 研 条 件 得 到 迅速 发 展 ， 目 前 已 拥有 设备 较 齐 全 
的 分 子 生 物 实 验 室 、 细 胞 培养 室 和 完善 的 斑马 鱼 和 其 他 各 类 鱼 的 饲养 房 以 及 较为 先进 的 显 微 摄影 (包括 英 
光 ) 和 显 微 注 射 设 备 、 神 经 显 微 手 术 和 解剖 、 神 经 电 生 理 和 鱼 类 行为 与 听觉 、 电 感受 等 测试 记录 分 析 设 备 


的 实验 室 。 并 能 分 享 使 用 生命 学 院 的 扫描 电镜 等 大 型 仪器 。 
委 重 点 项 目 和 973 前 期 项 目 各 1 项 。 已 在 Integrative Zoology 上 发 表 本 所 成 立 大 会 论文 集 1 本 ， 


目前 ， 主 持 国家 自然 科学 基金 项 目 、 上 海 市 科 
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篇 ， 国 内 核心 期 刊 论文 8 篇 ， 并 获得 授权 专利 和 实用 新 型 专利 各 1 项 。 
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IFN-y. IL-1a. NGF-f #0 TNF-a 4c E138 
小 脑 皮 质 发 育 中 的 表达 


宋 海燕 , WA HH A 























(安徽 师范 大 学 生命 科学 学 院 ， 安徽 省 重要 生物 资源 保护 与 利用 重点 实验 室 , 芜湖 ”241000) 














摘要 : 用 免疫 组 织 化 学 strept actividin-biotin complex(SABC) 法 ， 以 干扰 素 -yIFN-y)、 白 介 素 -1a(QL-1Qq)、 神 经 
生长 因子 -BQNGF-B) 和 肿瘤 坏死 因子 -a(TNF-Q) 对 及 龄 13 d. 19 d. 24 d. 28 d(E13、E19、E24、E28) 和 日 龄 7 d. 
15 d(P7、15) 的 皖 西 白 笋 (Western Anhui white goose) 小 脑 皮 质 中 的 阳性 细胞 进行 定位 和 半 定 量 检测 ， 探讨 IFN-y、 
IL-1a、NGF-B fll TNF-a 在 小 脑 皮 质 发 育 中 的 作用 。 研 究 表明 ， 外 颗粒 层 细胞 在 E13、E19、E24、E28、P7 有 IFN-Y 
和 TNF-a 阳性 表达 ; 在 E13、E19、E24、E28 fi IL-lo 阳性 表达 ; 在 E13、E19、E24 有 NGF-B 阳性 表达 ; 且 在 所 
检测 的 6 个 时 期 中 , 4 种 细胞 因子 均 在 E19 表达 最 强 。 Purkinje 细胞 层 在 E13. E19. E24. E28, P7. P15 均 有 IFN-Y、 
IL-la. TNF-a 阳性 表达 ; 在 E13. E19. E24. E28. P7 有 NGF-B 阳性 表达 ; 内 颗粒 层 细胞 在 E13. E19, E24, 
E28. P7. P15 fj IFN-y 阳性 表达 ; 在 E13、E19、E24、E28、P7 fj IL-1a. TNF-a 阳性 表达 ; 在 E13. E19. E24, 
E28 有 NGF-B 阳性 表达 。 结 果 表 明 ，E19 可 能 为 小 脑 皮质 发 育 的 “关键 期 ”; IFN-y. IL-lo 和 TNF-o 可 能 由 小 脑 
皮质 自身 合成 ; NGF-B 可 能 由 投射 到 Purkinje 细胞 的 区 域 转运 而 来 ， 且 可 能 在 Purkinje 细胞 生长 发 育 过 程 中 起 营养 
作用 ; IFN-y 可 能 在 颗粒 细胞 迁移 过 程 中 起 干扰 作用 。 


Kia: HEAR, EUG 发 育 ; 细胞 因子 ; 免疫 组 织 化 学 
中 图 分 类 号 : Q426; Q593+.2; Q915.865 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2012)02-0211-07 









































































































































































































































































































































Expression of IFN-y, IL-1a, NGF-B and TNF-a during the 
development of cerebellar cortex of Western Anhui white goose 


SONG Hai-Yan, LIU Zai-Qun', ZHENG Lei 


(Provincial Key Laboratory for the Conservation and Utilization of Important Biological Resources, College of Life Sciences, 


Anhui Normal University, Wuhu 241000, China) 


Abstract: The strep avidin-biotin-peroxidase complex (SABC) immunohistochemical methods were applied to 
investigate the localization and semi-quantitative distribution of IFN-y, IL-1a, NGF-p and TNF-a-immunoreactive cells 
in the cerebellar cortex of Western Anhui white goose at embryonic day 13, 19, 24, 28 (E13, E19, E24, E28) and 
postnatal day 7, 15 (P7, P15). The possible roles of IFN-y. IL-1a. NGF-p and TNF-a in the development of 
cerebellar cortex were discussed. The results indicated that in the external granular layer, there were IFN-y and TNF-a 
positive cells at E13, E19, E24, E28, P7, IL-1a positive cells at E13, E19, E24, E28 and NGF-f positive cells at E13, 
E19 , E24. The expression levels of these four cytokines all reached peaks at E19 of the six tested periods in this study. In 
the Purkinje cell layer, there were IFN-y, IL-la and TNF-a positive cells at E13, E19, E24, E28, P7, P15 and NGF-B 
positive cells at E13, E19, E24, E28, P7. In the internal granular layer, there were IFN-y positive cells at E13, E19, E24, 
E28, P7, P15, IL-1a and TNF-a positive cells at E13, E19, E24, E28, P7 and NGF-B positive cells at E13, E19, E24, E28. 
These results showed that E19 might be the "critical stage" in the cerebellar cortex development of Western Anhui white 
goose. IFN-y, IL-1a and TNF-a might be synthesized by cerebellar cortex itself, and NGF-p could be transported from 
regions which project to Purkinje cells. IFN-y may interfer the transfer of granular cells, and NGF-f may have 
neurotrophic functions that are beneficial to the growth and development of Purkinje cells. 
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Key words: Western Anhui white goose; Cerebellar cortex; Development; Cytokines; Immunohistochemistry 








干扰 A -y(interferon-y, IFN-y) ~ 介 素 -la 
(interleukin-la, IL-1a) 、 神 经 生长 因子 -BP (nerve 
growth factor-B，NGF-B) 和 肿瘤 坏死 因子 -a (tumor 
necrosis factor-a, TNF-Q) 是 细胞 因子 中 的 四 个 成 员 。 























场 提供 E13、E19、E24、E28 evi ARGS 3 枚 , P7、 
P15 HEREA 3 H.E ROS eR, 
入 37 'C 生 理 盐 水 ， 剥 除 胎 膜 ， 以 后 试验 步骤 忽 豚 
AEG AA IA. FT FP WS, 暴露 心脏 , 经 主动 脉 依 次 













































































它们 分 布 在 多 种 组 织 中 ,可 作为 介质 对 神经 系统 起 
重要 的 调节 作用 。 研 究 报道 , 干扰 素 在 大 鼠 中 枢 神 
经 系统 损伤 、 生 长 发 育 和 生理 功能 中 起 重要 作 
(Popko et al, 1997); 白介素 -1 可 促进 星 形 胶 质 细 月 
的 增殖 与 分 化 , 在 大 鼠 胚 胎 发 育 中 对 中 枢 神 经 系统 
起 重要 的 调节 作用 ,并 通过 作用 于 白介素 -1 受 体 
(Interleukinl receptor, IL-1R), 促进 神经 元 合成 和 释 
放 化 学 递 质 (Eriksson et al, 2000; Gustafson-Vickers 
et al, 2008); 神经 生长 因子 在 来 亭 鸡 兰 髓 胚胎 发 育 
中 对 其 生长 发 育 起 促进 作用 (Dai & Xiyang, 2009), 
并 与 大 鼠 小 脑 皮质 Purkinje 细胞 的 生理 功能 (Ba et 
al，2006) 和 诱导 猕猴 神经 样 细 胞 的 生成 (Pei & Ji, 
2003) 等 有 关 ; 肿瘤 坏死 因子 可 促进 大 鼠 星 形 胶 质 
细胞 分 泌 NGF(Cheng & Guo, 1999)， 与 大 鼠 的 神经 
元 的 分 化 和 神经 退行 性 疾病 (Oldreive & Doherty, 
2010) 等 都 有 重要 的 关系 。 

fpc V F1 RE (Western Anhui white goose) 是 我 国 
优良 的 中 型 鹅 品 种 之 一 ， 属 于 鸟 纲 雁 形 目 鸭 科 
动物 ， 是 国家 二 级 禽类 保护 动物 ， 并 被 确定 为 
“国家 级 畜 禽 品种 资源 保护 ”品种 。 研 究 表明 ， 
成 年 锭 西 白 忽 大 脑 和 小 脑 表 达 促 生长 激素 释放 肽 
(ghrelin), 该 物质 可 能 以 自分 泌 / 劳 分 泌 的 形式 调 市 
中 枢 神 经 系统 (Fang et al, 2008); 间 脑 、 中 脑 和 脑 桥 
表达 血管 活性 肠 肽 (vasoactise intestinal peptide, 
VIP),， 可 能 与 调节 视觉 、 听 觉 和 肌 紧 张 的 功能 有 关 
(Jiang et al, 2004, 2005). TEX 4 种 细胞 因子 在 崇 
西 白 殷 中枢 神经 系统 发 育 中 的 相关 研究 未 见报 道 。 
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灌注 37C 生 理 盐水 20~25 mL, 4 ‘CH 4964 XE AE 
40—50 mL; 打开 颅 腔 ， 迅 速 取出 小 脑 (E13 取 整 体 
脑 ); Bouin's 液 固定 48 h fa, 梯度 酒精 脱水 、 透 明和 
AMG ALTE, 连续 切片 ,厚度 7 um, 隔 5 张 取 5 SK, JÉ 
成 5 套 切片 (50 H/E); WT FEEN RESI UMS SIR 
酸 盐 (APES) 处 理 的 载 玻 片 上 ,， 置 于 37 它 温 箱 烘 干 ， 
分 别 用 于 IFN-y. IL-1a. NGF-B. TNF-a 免疫 组 化 
染色 和 阴性 对 照 。 
12 ”免疫 组 织 化 学 染色 

各 发 育 时 期 的 第 1-4 套 切 片 采用 免疫 组 化 
SABC 法 染色 ,一 抗 及 SABC 试剂 盒 (编号 为 SA1022) 
等 均 购 自 武汉 博士 德 公司 , 步 缀 如 下 ; 切片 常规 
BEEK; &03096H5051 份 + 蒸馏 水 10 份 混合 ， 室 温 
5 一 10 min 以 灭 活 内 源 性 过 氧化 物 酶 ， 蒸 馏 水 洗 3 次 ; 
@ 热 修复 抗原 , 冷却 后 PBSOpH7.2 一 7.6) 洗 涤 1 一 2 
次 ; OWI 5%BSA 封闭 液 (来 自 SABC 试剂 盒 )， 室 
温 20 min, 甩 去 多 余 液 体 ,不 洗 ; 加 滴 加 适当 稀释 
的 一 抗 (FN-y、IL-l1a、NGF-B 和 TNF-a, 一 抗 均 为 
即 用 型 倪 血 清 多 克隆 抗 体 ,， 浓度 为 5 一 10 pg/mL, 
编号 依次 为 BA0952、BA1643、BA0611 和 BAOI31), 
4 CTR, PBS 洗 2 minX3 次 ; @ 滴 加 生物 素 化 二 抗 
( 即 用 型 山羊 抗 免 IgG, 浓度 为 5~10 pg/mL, 编号 
为 BA1003), 20~37 °C 20 min; PBS 洗 2 min X3 次 ; 
@ 滴 加 试剂 SABC, 20~37 °C 20 min, PBS 洗 5 
min X4 %K;@DAB 显 色 剂 (为 x20 倍 浓缩 型 显 色 试剂 ， 
编号 为 ARI022, ZEIRUK 17 份 + 试剂 A、B、C 各 1 
份 混 匀 ) 显 色 , 镜 下 控制 时 间 , 一 般 为 5~30 min; © 


















































































































































































































































鉴于 此 ， 本 实验 通过 免疫 组 织 化 学 方法 , 研究 
IFN-y, IL-1a, NGF- 和 TNF-a 在 皖 西 白 鹅 小 脑 皮 
质 发 育 过 程 中 的 表达 规律 ,为 进一步 研究 细胞 因子 
在 家 禽 中 枢 神 经 系统 发 育 中 的 作用 机 制 提 供 形态 
学 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 及 组 织 准备 
安徽 省 六 安 市 裕 安 区 国家 级 皖 西 白 急 种 鹅 





























































































































苏 木 素 轻 度 复 染 , 常规 脱水 ,透明 ,中 性 树胶 封 片 。 
第 5 套 切 片 做 阴性 对 照 实验 ， 以 PBS 代替 一 抗 郡 育 
切片 , 其它 步骤 同 SABC 法 。 
13 ”数据 处 理 

分 别 从 各 发 育 时 期 的 IFN-y、IL-1a、NGF-B 和 
TNF-a 免疫 组 化 染色 的 切片 中 随机 取 10 张 。 在 
Olympus BX-61 型 显微镜 下 观察 ， 并 用 Image-Pro 
Express 6.0 图 像 分 析 软 件 进 行 图 像 采集 和 光 密 度 
(optical density, OD) 值 分 析 , 并 用 meanxSD 表示 ， 光 
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密度 值 与 免疫 阳性 程度 呈正 比 ， 即 光 密 度 值 越 大 ， 
阳性 程度 越 强 。 采 用 SPSS17.0 数据 统计 分 析 软 件 
中 的 one way ANOVA 进行 显著 性 检验 , P<0.05 时 
为 显著 性 差异 , P>0.05 为 无 显著 性 差异 。 


2 结 R 


fo P8 ELE Zi Bz eH Ir T 2876 $3 (rhomboid 
fossa) 头 端 两 侧 的 板 状 突起 ， 即 小 脑 板 (cerebellar 
plate) 发 生 形成 的 。 小 脑 皮 质 在 E13 由 外 向 内 形成 外 
颗粒 层 (external granular layer, EGL), Purkinje 细胞 
层 (Purkinje cell layer，PCL) 和 内 颗粒 层 (internal 
granular layer, IGL); 在 E19. E24. E28. P7 和 P15 
昌 外 回 内 形成 外 颗粒 层 、 分 子 层 (molecular layer, 
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ML). Purkinje 细胞 层 和 内 颗粒 层 四 层 。 以 下 为 四 
种 细胞 因子 分 别 在 皖 西 白 筷 不 同 发 育 阶 段 小 脑 皮 
质 中 的 免疫 组 织 化 学 检测 结果 。 
2.1 IFN-y 

EGL: E13、E19、E24、E28 和 P7 有 阳性 细胞 
表达 (图 1a-e); P15 细胞 表达 呈 阴 性 。 

ML: E24、E28、P7 和 P15 有 阳性 细胞 表达 (图 


1c-f). 

PCL: Purkinje 细胞 为 IFN-y 阳性 细胞 。E13 和 
E19 胞 质 呈 阳性 表达 (图 1a,b); E24 表达 位 于 胞 质 和 
树 突 基 部 (图 1c); E28 表达 位 于 胞 体 和 主 树 突 (图 1d); 
P7 表达 主要 位 于 胞 质 、 主 树 突 及 其 部 分 分 支 (图 le); 
P15 表达 主要 位 于 胞 质 (图 1f). 

IGL: E13、E19、E24、E28、P7 和 P15 WH 
阳性 细胞 表达 (图 1a-f). 
22 IL-la 

EGL: E13, E19. E24 和 E28 有 阳性 细胞 表达 
(图 2a-c); P7 和 P15 细胞 表达 呈 阴 性 。 

ML: E24, E28. P7 和 P15 有 阳性 细胞 表达 (图 
2c-f). 

PCL: Purkinje 细胞 为 IL-1a. 阳性 细胞 。E13 FH 
性 表达 位 于 胞 质 和 胞 核 (图 2a); E19 表达 位 于 胞 质 
(图 2b); E24 和 E28 表达 位 于 胞 体 及 主 树 突 (图 2c, d); 
P7 表达 位 于 胞 质 和 主 树 突 (图 2e); P15 表达 主要 位 
于 在 胞 质 (图 2f). 

IGL: E13、E19、E24、E28 和 P7 有 阳性 细胞 
表达 (图 2a-e); P15 细胞 表达 呈 阴 性 (图 26). 
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图 1 
Fig. 1 

















图 1a-1f) IEN-y 的 表达 ; 图 2a-2f) IL-1a 的 表达 ; 图 3a-3f) NGF-B 的 表达 ; 
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小 脑 皮 质 发 育 中 IEN-y. IL-lo. NGF- 和 TNF-a 的 表达 
The expression of IFN-y, IL-1a, NGF-B and TNF-a in the cerebellar cortex during development 
图 4a—4f ) TNF-a 的 表达 ; 图 5) 阴性 对 照 组 。(a: E13; b: E19; c: E24; d: E28; 














e: P7; £ P15; EGL: 外 颗粒 层 , ML: 分 子 层 , PCL: Purkinje 细胞 层 , IGL: 内 颗粒 层 ; —: 示 Purkinje 细胞 树 突 , —: 示 分 子 层 中 的 细胞 ) 。 
Fig. la-1f) the expression of IFN-y; Fig.2a-2f) the expression of IL-la; Fig.3a—3f) the expression of NGF-B; Fig.4a-4f) the expression of TNF-a; Fig.5) 
immuno-negative control group. (a: E13; b: E19; c: E24; d: E28; e: P7; f: P15; EGL: external granular layer; ML: molecular layer; PCL: Purkinje cell layer; 


IGL: internal granular layer; —: showing the dendrite of Purkinje cell; —: showing the cells of molecular layer). 


2.3 NGF-f 

EGL:E13、E19 和 E24 有 阳性 细胞 表达 (图 3a—c); 
E28. P7 和 P15 细胞 表达 呈 阴 性 。 

ML: E24 和 E28 有 阳性 细胞 表达 (图 3c, d); P7 
和 P15 细胞 表达 呈 阴 性 (图 3e,f)。 

PCL: Purkinje 细胞 为 NGF-p 阳性 细胞 。E13 
和 E19 阳性 表达 位 于 胞 质 ( 图 3a, b); E24. E28 和 P7 
表达 主要 位 于 胞 质 和 树 突 基部 (图 3c-e); P15 表达 
时 阴性 (图 39。 

IGL: E13、E19、E24 和 E28 有 阳性 细胞 表达 (图 
3a-d); P7 和 P15 细胞 表达 呈 阴 性 (图 3e, f). 
2.4 TNF-a 

EGL: E13、E19、E24、E28 fH P7 有 阳性 细胞 
表达 (图 4a-e); P15 时 细胞 表达 呈 阴 性 。 

ML: E24、E28、P7 和 P15 均 有 阳性 细胞 表达 
(图 4c-f). 


PCL: Purkinje 细胞 为 TNF-a 阳性 主要 反应 细 
胞 。E13 和 E19 表达 主要 位 于 胞 质 (图 4a, b); E24 
和 E28 阳性 表达 主要 位 于 胞 质 和 树 突 基 部 (图 4c, d); 
P7 阳性 表达 主要 位 于 胞 质 和 主 树 突 (图 4e); P15 阳 
性 表达 位 于 胞 质 ( 图 4f). 

IGL: E13、E19、E24、E28 和 P7 有 阳性 细胞 
表达 (图 4a-e); P15 细胞 表达 呈 阴 性 (图 46). 

对 照 组 切片 为 阴性 (图 5). 
2.5 IFN-y. IL-1a. NGF-f #0 TNF-a 的 半 定 量 检测 

AEA Fl be BG E RENI SL EGL, PCL, 
IGL 细胞 中 IFN-y. IL-1a. NGF-P 和 TNF-a 表达 阳 
性 反应 产物 的 光 密 度 值 见 表 1。 
HX 1 可 见 ， 在 皖 西 白 殷 小脑 皮质 发 育 中 ， 
IFN-y、IL-1g、NGF-B 和 TNF-a 分 别 在 外 颗粒 层 、 
Purkinje 细胞 层 和 内 颗粒 层 细 胞 中 表达 量 不 同 。 从 
同 种 细胞 因子 分 析 , IFN-y 的 免疫 反应 强度 , 在 外 颗 
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IFN-y. IL-la, NGF-B 和 TNF-a 在 皖 西 
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表 1 IFN-y、IL-1a、NGF-B 和 TNF-a 免疫 反应 产物 的 光 密度 (mean+SD, n=10) 
Tab.1 Optical densities of IFN-y, IL-1a, NGF-p and TNF-a-immunoreactive cells in developmental cerebellar cortex 
(mean+SD, n=10) 





























细胞 因子 EE AB Development days 
ortex 
Cytokines hierarchy E13 E19 E24 E28 P7 P15 
EGL 0.24::0.03* 0.32+0.05° 0.29+0.05"° 0.26::0.03** 0.15+0.054 = 
IFN-y PCL 0.39+0.08" 0.36+0.05° 0.33+0.05° 0.76+0.09° 0.51+0.07° 0.53+0.06° 
IGL 0.19::0.03* 0.24+0.04° 0.22+0.05° 0.32+0.06° 0.21+0.04° 0.22+0.06" 
EGL 0.27+0.03° 0.32+0.04° 0.27+0.04" 0.3120.07* = = 
IL-la PCL 0.42::0.08* 0.37+0.04" 0.42+0.03° 0.63+0.05° 0.54+0.08° 0.33+0.044 
IGL 0.15+0.04" 0.28+0.05° 0.29+0.04°¢ 0.34+0.06% 0.35+0.08% = 
EGL 0.142-0.02* 0.34+0.05° 0.16+0.06° = - =; 
NGF-B PCL 0.21+0.04° 0.42+0.03° 0.31+0.06° 0.19+0.06 * 0.15+0.044 — 
IGL 0.16+0.04" 0.31+0.04° 0.21+0.05° 0.05+0.01° — = 
EGL 0.32+0.04" 0.3740.05° 0.31+0.08° 0.14+0.044 0.23+0.03° = 
TNF-a PCL 0.38+0.04" 0.43+0.05°° 0.47+0.06° 0.44+0.07°" 0.48+0.04° 0.410.077 
IGL 0.18+0.02* 0.33+0.03° 0.30+40.07"° 0.27+0.06° 0.34+0.05° — 
同行 数据 右上 角 字 母 不 同 表示 有 显著 性 差异 (P<0.05), 相同 字母 表示 无 显著 差异 性 (P>0.05); 一 : 无 阳性 细胞 。 


























In the same line, the superscripts with different le 


一 : No positive cells. 

















粒 层 中 , E13-E19 表达 上 升 , 并 在 E19 表达 最 强 ， 
E19-P7 KKE FEA, 在 Purkinje 细胞 层 中 ， 
E13-E24 表达 趋 于 稳定 (P>0.05), E24-E28 表达 上 升 ， 
并 在 E28 表达 最 强 ,出 过 后 表达 下 降 但 趋 于 稳定 
(P7 和 P15, P>0.05); 在 内 颗粒 层 中 , E13-E28 4214 E 












































tters mean significant difference (P<0.05), whereas, with same let 


ers mean insignificant difference (P>0.05); 











独特 之 处 。 小 脑 板 上 其 有 增殖 能 
胞 通过 套 层 外 迁 到 边缘 层 表 面 首先 形成 次 生 的 外 
颗粒 层 ， 外 颗粒 层 细胞 通过 一 段 时 间 的 有 丝 分 裂 后 
又 进行 内 迁 ， 外 颗粒 层 细胞 内 迁 并 最 终 定居 于 内 颗 
粒 层 ， 保 留 下 来 的 部 分 细胞 分 化 为 篮 细 胞 和 星 形 细 


力 的 神经 上 皮 细 































































































上 升 趋势 ， 出 壳 后 表达 下 降 但 趋 于 稳定 (P7 和 PIS, 
P>0.05). IL-lo 的 免疫 反应 强度 ,在 外 颗粒 层 中 ， 
E13-E19 KA EF, E19 表达 最 强 , E19-E24 表达 下 
降 ，E24-E28 表达 趋 于 稳定 (P>0.05); 在 Purkinje 细 
胞 层 中 ，E13-E24 表达 趋 于 稳定 (P>0.05)，E24-E28 
表达 上 升 ，E28-P15 呈 下 降 趋 势 ; 在 内 颗粒 层 中 ， 
E13-P7 表达 呈 上 升 趋势 。NGF-B 的 免疫 反应 强度 ， 
在 外 颗粒 层 中 , E13-E19 表达 上 升 , E19 表达 最 强 ， 
E19-E24 表达 下 降 ; 在 Purkinje 细胞 层 中 , E13-E19 
表达 上 升 , E19 表达 最 强 , E19-P7 的 表达 时 下 降 趋 势 ; 
在 内 颗粒 层 中 , E13-E19 表达 上 升 , E19-E28 KIA E 
下 降 趋势 。TNF-a 的 免疫 反应 强度 , 在 外 颗粒 层 中 ， 

E13-E24 表达 量 趋 于 稳定 (P>0.053)，E24-E28 表达 下 
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胞 参与 形成 分 子 层 。Purkinje 细胞 层 是 从 室 管 膜 层 
迁移 的 神经 上 皮 细 胞 到 外 颗粒 层 下 方形 成 的 较 大 
细胞 带 。 研 究 表 明 ， 从 鸡 小 脑 皮 质 发 育 早期 (E3-E8) 
的 ES 开始 , Purkinje 细胞 逐渐 向 外 迁移 到 套 层 ,到 
E8 Hj, Purkinje 细胞 成 簇 排 列 成 一 条 融 。 在 发 育 中 
期 (E9-E15)， 外 颗粒 层 细 胞 开始 向 内 迁移 形成 内 颗 
WE, 至 发 育 后 期 的 E16, 外 颗粒 层 细胞 大 量 内 迁 
(Karam et al, 2000)。 本 实验 结果 显示 , E13-E19 外 颗 
粒 层 细胞 开始 内 迁 并 形成 内 颗粒 层 , 在 E19 期 外 颗 
粒 层 细 胞 开始 大 量 内 迁 , 到 P15 趋 于 消失 。 这 表明 
皖 西 白 忽 和 鸡 小 脑 皮 质 发 育 的 基本 过 程 相似 。 在 本 
实验 所 检测 的 六 个 时 期 中 ,四 种 细胞 因子 在 E19 期 
的 外 颗粒 层 细 胞 表达 程度 均 最 强 , 结合 本 实验 组 已 































































































































































































降 ， E28-P7 表达 上 升 ; 在 Purkinje 细胞 层 中 ， 
E13-E19 表达 上 升 , E19-P7 表达 趋 于 稳定 (P>0.05)， 
P7-P15 表达 下 降 ; 在 内 颗粒 层 中 ，E13-E19 表达 上 
Ft, E19-E28 表达 时下 降 趋势 ， E28-P7 表达 上 升 。 
说 明 在 皖 西 白 鹅 小 脑 皮 质 发 育 的 不 同时 期 IFN-y、 
IL-la. NGF-B 和 TNF-a 的 分 泌 量 有 所 差异 。 


3 iW it 


在 小 脑 皮质 的 组 织 发 生 中 , 神经 上 皮 的 迁移 有 




































































之 表 的 数据 (Song et al， 已 录用 待 发 表 资 料 )， 推 测 
E19 期 可 能 是 皖 西 白 禾 小 脑 皮质 发 育 的 “关键 期 ”， 
是 外 颗粒 层 细胞 开始 大 量 内 迁 的 标志 ， 有 待 于 通过 
分 子 生 物 学 技术 进一步 验证 。 

IEN-y 在 促进 大 鼠 神经 元 的 发 生 和 神经 系统 修 
复方 面 起 重要 作用 (Kim et al，2007)， 并 通过 Janus 
激酶 /信号 转 导 和 转录 激活 因子 [(Janus tyrosine 
kinase, Jak)/(signal transducers and activators of 
transcription, STAT), Jak-STAT]{q X8 Ek Ui Ti qe 
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动 


细胞 的 增殖 与 分 化 (Monroe et al, 2006)。 提 高 IFN-y 











在 大 鼠 中 枢 神经 系统 表达 可 以 诱导 工 细胞 的 浸润 、 























激活 巨 噬 细 胞 和 上 调 诱导 型 








氧化 氮 合 成 酶 


(inducible nitric oxide synthase, iNOS) 的 活性 ， 参 与 

















中 枢 神 
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经 系统 的 免疫 调节 (Lin et al, 2008)。 成 年 SD 


大 鼠 的 小 脑 皮质 中 存在 FN-y 阳性 细胞 和 纤维 (Sun 


et al，2002),， 本 实验 未 观察 到 IFN-y 阳性 神经 纤维 ， 





























可 能 与 小 脑 皮 质 处 于 发 育 
RAP, IFN-y 对 外 颗粒 


期 有 























达 逐 渐 减 弱 , P15 表达 呈 阴 性 。 





关 。 在 大 鼠 小 脑 皮质 
民 细 胞 的 迁移 起 干扰 作用 
(Lin et al, 2004)， 本 实验 表明 , IFN-y 在 E13-E19 在 
外 颗粒 层 细胞 中 表达 上 升 , E19 表达 最 强 , E19 后 表 
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有 重要 的 
神经 系统 ， 


经 保护 作用 (Sawada et 





























中 枢 神 经 系统 内 小 胶 质 细胞 可 产生 NGF-B, H 





al, 2007), 4E ER 





NGF 通过 TrkA(tyrosine kinase-receptor) 





和 NTR(p75 neurotrophin receptom) 两 种 受 体 调 节 神 
经 细胞 的 生存 和 凋 亡 (Yoon et al, 1998)。 另 有 研究 表 
8j. JW HIE RD ALS NGF 表达 水 平 较 高 ， 
P60 时 则 降 到 原水 平 的 /3(Hayashi et al, 1990)。 在 


胚胎 期 14 到 21 周 山羊 小 脑 皮质 发 
在 Purkinje 细 
Purkinje 细胞 的 生长 发 育 起 重要 的 






































育 过 程 中 , NGF-B 





胞 的 表达 随 胚 龄 增加 逐渐 增强 ， 并 对 

















营养 作 











1(Qing et 


al, 2004)。 本 实验 表明 , NGF-B YE E13-E19 7E Purkinje 














E 测 外 颗粒 


EE 




















E13-E19 内 迁 逐 渐 加 强 , IEN-y 的 干扰 作用 上 升 ; 
外 颗粒 层 细胞 内 迁 到 达 最 大 ,IFN-y 的 干扰 作用 也 
E19 后 随 小 脑 皮 质 逐 渐 发 育 ， 外 颗粒 层 





达到 最 强 ; 




















细胞 内 迁 逐 渐 减 弱 ，IFN-Y 的 - 





IFN-y 的 干扰 作用 也 随 之 消失 。 
IL-1 在 胚胎 发 育 过 程 ， 
的 调节 作 



































XE EAE 











F 扰 作用 也 随 之 














胞 在 
E19 





逐渐 


减弱 ; P15 小 脑 皮质 发 育 接近 成 熟 , 内 迁 已 完成 ， 




















经 系统 起 重要 
3， 可 促进 星 形 胶 质 细胞 增殖 与 分 化 及 神 


经 递 质 的 合成 和 释放 (Gustafson-Vickers et al, 
2008); IL-1a. 在 大 鼠 中 脑 能 诱导 神经 干细胞 分 化 为 





为 神经 元 和 神经 胶 质 细胞 (Liu et al, 2005); 胚胎 期 
中 的 IL-la 可 产生 活性 氧 





大 鼠 小 脑 胶 质 细胞 


(reactive oxygen species, ROS), 在 炎症 反应 
要 作用 (Hong et al, 2006)。 在 大 鼠 小 脑 、 大 脑 皮 



































质 和 





脑 干 等 部 位 存在 IL -lu mRNA 的 表达 (Hong et al, 


2006; Ohmi et al, 2009)。 本 实验 结果 显示 ,在 皖 责 
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HS) i Be Jo Az Ej P ETE IL-10, 




















其 中 Purkinje 4 





胞 为 


TL-lo 的 主要 阳性 反应 细胞 , 在 E13、E19 和 E24 的 











Purkinje 细胞 中 表达 趋 于 稳定 , E24-E28 时 表达 上 升 ， 
出 壳 前 后 (E28 和 P7) 表 达 强 度 均 强 于 其 
EMI] IL-lo 可 促进 Purkinje 细胞 








P7-P15 表达 下 降 。 



































他 时 期 ， 


合成 和 释放 化 学 递 质 , E13、E19 和 E24 小 脑 皮 质 处 





于 生长 发 育 的 初期 








, Purkinje 细 


胞 合成 和 释放 











较为 恒定 ; E24-E28 小 脑 皮 质 
3A fr BL, Purkinje 4 














始 进入 快速 发 








出 壳 前 后 (E28 和 P7) 可 能 为 小 有 








LZ Jf ET JURA 


XE JR 
育成 


胞 合成 和 释放 递 质 随 之 增加 ; 在 


的 快 


速 阶段 , Purkinje 细胞 加 速 合成 和 释放 递 质 ; P7-P15 





小 脑 皮 质 接近 发 育成 熟 ，Purkinje 4 

















胞 合成 和 








释放 





























细胞 层 中 表达 上 升 ，E19 后 表达 程度 随 发 育 天 数 的 











增加 而 减弱 ，P15 KEHE. 


EW) EI3-EI9 的 


Purkinje 细胞 处 于 生长 发 育 阶段 , NGF-B 的 营养 作 





用 加 强 ; E19 后 随 着 Purkinje 细 














胞 逐渐 发 育成 熟 ， 





NGF-f 的 营养 作用 也 逐渐 减弱 ; P15 时 Purkinje 细胞 























中 枢 神 经 系统 内 神经 细胞 和 





JU pz TH. 











小 胶 质 细胞 产生 




















的 TNF-a 可 促进 T 细 








胞 的 产生 , 参与 * 
神经 调 质 或 共存 





(Virna et al，2006),， 并 可 作为 一 利 
递 质 来 调节 中 槐 















































经 免疫 调控 





经 系统 的 功能 (Breder et al, 1993), 
在 促进 星 形 胶 质 细胞 分 谈 神 经 生长 因 





子 (Cheng & 


Guo，1999) 和 神经 元 分 化 (Oldreive & Doherty, 
2010) 等 方面 也 起 重要 作用 。 本 实验 结果 显示 ， 























Purkinje 4 





胞 为 TNF-a 的 主要 阳性 








反应 细胞 , TNF-a 








在 E13-E19 在 Purkinje 细胞 中 表达 
P7-P15 表达 下 降 。 
推测 TNF-a 可 作为 一 种 神经 调 质 或 





E24. E28 和 P7 表达 趋 于 稳定 ， 




















EFH, 在 E19. 











tk 存 递 质 参与 








调节 小 脑 皮质 的 生长 发 育 ，E13-E19 小 脑 皮质 处 于 
生长 发 育 阶 段 ,调节 作用 上 升 ; E19、E24、E28 和 





P7 小 脑 皮 质 处 于 发 育成 熟 阶段 ， 
育成 熟 ， 调 节 作 用 也 随 之 








P7-15 小 脑 皮 质 接近 发 
CE toe V8 ER 7] oi Be JR EP, 




















调节 作 





稳定 ; 











IFN-y、 IL-la、 





NGF-B 和 TNF-a 在 外 颗粒 层 、Purkinje 细胞 层 和 内 











颗粒 层 表 达 规 律 不 同 ， 可 能 与 它们 在 小 脑 皮 质 发 育 














期 间 通过 不 同 的 作用 机 制 参与 发 











Ko 推测 IFN-y、 IL-la 和 TNF-a 可 能 
投射 到 Purkinje 细胞 的 区 域 
它们 作为 4+ 

















身 合 成 '，NGF-B 可 能 | 
转运 而 来 或 自分 泌 产 生 ， 
参与 小 脑 皮 质 的 发 育 和 免疫 调控 。 











育 和 免疫 调控 有 
小 脑 皮 质 自 












































经 递 质 或 调 质 
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Acute lesions of primary visual cortical areas in adult cats 
inactivate responses of neurons in higher visual cortices 


ZHANG Hui MENG Jian-Jun', WANG Ke’, LIU Rui-Long!, XI Min-Min?, HUA Tian-Miao'" 


(1. School of Life Science, Anhui Normal University, Wuhu Anhui 241000, China; 2. Management School, Queen's University, Belfast, UK ) 


Abstract: Psychophysical studies suggest that lateral extrastriate visual cortical areas in cats may mediate the sparing 
of vision largely by network reorganization following lesions of early visual cortical areas. To date, however, there is little 
direct physiological evidence to support this hypothesis. Using in vivo single-unit recording techniques, we examined the 
response of neurons in areas 19, 21, and 20 to different types of visual stimulation in cats with or without acute bilateral 
lesions in areas 17 and 18. Our results showed that, relative to the controls, acute lesions inactivated the response of 
99.3% of neurons to moving gratings and 93% of neurons to flickering square stimuli in areas 19, 21, and 20. These 
results indicated that acute lesions of primary visual areas in adult cats may impair most visual abilities. Sparing of vision 
in cats with neonatal lesions in early visual cortical areas may result largely from a postoperative reorganization of visual 
pathways from subcortical nucleus to extrastriate visual cortical areas. 


Key words: Acute lesion; Primary visual cortical areas; Neuronal response; Areas 19, 21 and 20 


急性 毁损 猫 的 初级 视 区 使 高 级 视 区 细胞 失去 对 视 党 刺激 的 诱发 反应 
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(1. 安徽 师范 大 学 生命 科学 学 院 , 安徽 Oi 


摘要 : 心理 物理 学 
少 支持 这 一 假说 的 电 生 理 实 验证 据 。 采 
和 18 区 ) & 
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究 提 示 , 初级 视 区 毁损 后 的 视觉 残留 可 能 是 通过 儿 
在 体 细 胞 外 单 细 
性 毁损 猫 和 正常 对 照 猫 的 高 级 视 区 (包括 19、20 和 21 





皇后 大 学 管理 学 院 , 贝尔 法 斯 特 ) 
纹 状 皮层 的 神经 网 络 重组 介 导 的 , LEUR 


究 分 别 检测 了 初级 视 区 (主要 包括 17 
经 元 对 不 同 视觉 刺激 的 反应 性 。 结 果 









































胞 记录 技术 ,该 下 
区 ) 4 
































显示 ， 
& 失 对 闪光 刺激 的 
E 期 实施 初级 视 皮 


组 引起 的 。 


毁损 初级 视 区 使 99.3% 的 高 级 视 
性 毁损 成 年 


与 对 照相 比 ,， 急 必 
反应 。 该 结果 表明 , 急 
层 毁 损 后 , 成 年 猫 出 
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多 神经 元 丧失 对 运动 光 
猫 的 初级 视 皮 
岗 的 残留 视觉 可 能 主要 是 由 











刺激 的 诱发 反应 , 93% 的 神经 元 
层 可 能 会 导致 其 绝 大 部 分 视觉 能 力 丧 失 。 在 
于 手术 后 皮层 下 神经 核 团 与 外 纹 状 皮层 之 间 的 










































































关键 词 : 急性 毁损 ， 初 级 视 区 ; 神经 元 反应 ; 19、20、21 区 
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It is widely believed that vision in human and 
higher-order mammals is mediated through the pathway 
from retina to lateral geniculate nucleus (LGN) and then 
to the primary visual cortex (Chino et al, 1992; Girard & 
Bullier, 1989; Hubel & Wiesel, 1962), and sensory 
inputs to the higher order cortical areas come from the 
primary visual cortical areas. However, subjects with 
complete damage to the primary visual cortical areas still 
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show above chance performance in some visual tasks, 
though generally lacking conscious perception (Barbur et 
al, 1980; Cowey & Stoerig, 1991, 1995, 1997; Moore et 
al, 1995; Stoerig & Cowey, 1997, 2007; Tong, 2003). 
This post-lesion residual vision, called blindsight, may 
be mediated by parallel V1 bypassing connections 
between subcortical nucleus and higher visual cortical 
areas. So far, however, the possible subcortical and 
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extrastriate locations involved in this parallel visual 
processing pathways are largely unclear (Chino et al, 
1992; Collins et al, 2005; Girard et al, 1992; Goebel et al, 
2001; Moore et al, 2001; Rosa et al, 2000; Rossion et al, 
2000; Schoenfeld, 2002). Moreover, it is unknown 
whether the residual vision is a property of the network 
that already exists but is uncovered only after removal of 
inputs from the primary visual cortex (Schmid et al, 2009; 
Smirnakis et al, 2005), or whether it is the result of 
plastic reorganization that develops over time in specific 
areas after the lesions of primary visual cortical areas 
(Baseler et al, 1999; Bridge et al, 2008; Eysel et al, 1999; 
Huxlin, 2008; Illig et al, 2000; Payne et al, 1996; Poggel 
et al, 2006; Silvanto et al, 2007; Zepeda et al, 2004) . 

Some psychophysical experiments show that cats 
with lesions confined to areas 17, 18, and part of 19 
made in infancy show more sparing of function in task 
performance of visual cliff detection and orienting to 
targets suddenly appearing in the visual field (Shupert et 
al, 1993). However, cats with lesions in areas 17, 18, 19 
and suprasylvian visual areas were severely impaired at 
all visual tasks whether the lesions were incurred 
neonatally or in adulthood (Rushmore & Payne, 2004; 
Shupert et al, 1993). These findings suggest that the 
higher visual cortices, including areas 19, 21, and 20, are 
likely involved in the sparing of vision after lesions of 
early visual cortical areas, and such sparing of vision is 
enhanced through plastic reorganization after neonatal 
lesion (Rushmore & Payne, 2004; Shupert et al, 1993). 
To further test this hypothesis, we used single-unit 
extracellular recording techniques to record the neuronal 
response to visual stimulation in areas 19, 21, and 20 of 
anesthetized normal adult cats and cats with acute lesions 
of areas 17 and 18. By an unbiased statistical comparison, 
we determined to what extent acute lesions of primary 
visual cortical areas affected the responsiveness of 
neurons in areas 19, 21, and 20. 


1 Materials and Methods 


1.1 Subjects 

Eight healthy young adult cats (2—3 a) were studied. 
All cats were examined ophthalmoscopically before the 
experiment to confirm that no optical or retinal problems 
impaired their visual function. All experiment procedures 
were strictly in accordance with the National Institutes 
Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. 
1.2 Preparation for electrophysiology recording 

All cats were prepared for extracellular single-unit 


or multi-units recording as previously described (Hua et 
al, 2006, 2009, 1010; Peng et al, 2011; Zhou et al, 2011). 
Briefly, anesthesia was induced by injection (i.m.) of 
ketamine HCl (40 mg/kg body weight, 1.m.) and xylazine 
(2 mg/kg body weight, i.m.) After intubation of 
intravenous and tracheal cannulae, the cats were 
immobilized in stereotaxic apparatus with ear bars, eye 
bars, and a bite bar. Pupils were maximally dilated with 
atropine (1%), and appropriate contact lenses were used 
after optical refraction correction for both eyes. 
Neosynephrine (5%) was administered to retract the 
Glucose (5%)-saline (0.9%) 
solution containing a mixture of urethane (20 mg/h/kg 
body weight) and gallamine triethiodide (10 mg/h/kg 
body weight) was infused intravenously to keep the 


nictitating membranes. 


animal anesthetized and paralyzed. Expired pCO, was 
maintained at approximately 3.8%. Heart rate (180—220 
pulses/min) and EKG were monitored throughout the 
experiment to assess the level of anesthesia and ensure 
the subjects were not responsive to any pain. The skull 
and dura over unilateral areas 19, 21, and 20 were 
removed with a fine surgery under light microscope. 
Single- or multi-unit recordings were performed using a 
glass microelectrode (with an impedance of 3-5 mQ) 
positioned vertically to the cortical surface and driven by 
a hydraulic micromanipulator (NARISHIGE, Japan). 
After the preparation was complete, the optic discs of the 
two eyes were reflected onto a movable transparent 
tangent screen that was positioned 57 cm from the retina 
and overlapped with the CRT monitor used for stimulus 
presentation. Area centralis of each eye was located prior 
to physiological recording based on the position of the 
optic discs reflected onto the tangent screen (Bishop et al, 
1962). 
1.3 Visual stimuli 

To maximally evoke visual response in areas 19, 21, 
and 20, we used two types of visual stimuli, including 
flickering squares and moving sinusoidal gratings with 
optimal orientation as well as temporal and spatial 
frequencies. Stimuli were shown on a CRT monitor 
(resolution 1024x768, refresh rate 85) positioned 57 cm 
from the animal's eyes. The program to generate the 
stimuli was written in MATLAB, using extensions 
provided by the high-level Psychophysics Toolbox 
(Brainard, 1997) and low-level VideoToolbox (Pelli, 
1997). Once spontaneous activity was detected, the cell's 
receptive field center was 


carefully located by 


consecutively presenting a series of computer-generated 
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flickering light squares on the CRT. An ophthalmoscope 
and a hand held projector were also used to assist in 
mapping the receptive field center. The cell's response to 
different types of visual stimuli (last for less than 5 s) 
was systematically recorded. Each stimulus was 
presented to both eyes and repeated 4—6 times with a 1- 
min interval between each trial for functional recovery of 
the recorded cell. Before each stimulus was presented, 
spontaneous activity was acquired during a 1 s period 
while no stimulus was shown on the screen. 

The contrast of each stimulus used was set at 100%. 
The mean luminance of the display was 19 cd/m? and the 
environmental ambient luminance on the cornea was 0.1 
lux. 
1.4 Lesion surgery 

Four randomly selected cats received acute bilateral 
lesions in areas 17 and 18 on marginal and posterolateral 
gyri before electrophysiological recording in areas 19, 21, 
and 20 (Fig.1A). All surgical procedures were similar to 
those described previously (Hua et al, 2009; Mao et al, 
2011; Zhou et al, 2011). Briefly, cats were adequately 
anesthetized prior to preparation for single- or multi-unit 
recording, and the skull over the marginal and posterolateral 
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gyri were maximally exposed and removed with a 
scalpel. Bilateral areas 17 and 18 on marginal and 
posterolateral gyri were then completely lesioned with an 
aspirating needle attached to a vacuum pump. The 
operation was carefully performed under light microscopy 
to ensure that the middle and post suprasylvian gyri as well 
as the white matter under marginal and posterolateral 
gyri were not damaged. 
1.5 Histology 

After electrophysiological recording, animals were 
anesthetized deeply with ketamine HCl (80 mg/kg body 
weight) and xylazine (6 mg/kg body weight) and then 
perfused through the heart with 1 000 mL of saline 
solution, followed by 500 mL of fixative solution 
containing 296 paraformaldehyde in 0.1 mol/L phosphate 
buffer (PB). Brains were extracted, photographed with a 
high resolution camera, post-fixed in 4% paraformaldehyde 
in 0.1 mol/L PBS for 24 h, and stored in 3096 sucrose in 
0.1 mol/L PBS at 4 °C. After the tissue was infiltrated by 
the sucrose solution, it was sectioned frozen at 40 hm in the 
coronal plane. A series of sections at 200 um intervals 
were stained for Nissl substance, which were used to 
examine if the lesions were successfully performed. 
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Fig. 1 Overview of the main gyri and sulcus in the visual cortex of cats and the cortical lesion and recording areas 


A) Demonstration of the lesion surgery location (solid black areas, including chiefly areas 17 and 18) and electrophysiological recording areas within areas 19, 


21 and 20. We photographed the whole visual cortex and set in the picture a planar reference axis between two parallel lines that were perpendicular to the 


midline and passed by the rear tip of visuoparietal cortex and middle suprasylvian sulcus respectively. The electrode penetration locations in area 19, 21 and 20 


were then normalized to a standard circle with a radius of 1; B&C) Showing the distribution of electrode penetrations in areas 19, 21 and 20 in cats with (C) and 


without (B) lesions. The site of each penetration was marked in the picture using blood vessels on the cortical surface as a reference and assigned a value of 


radius from the point 0 and angle on a 360° scale in the reference axis. 


1.6 Data acquisition and analysis 

After the response of isolated units was amplified 
with a microelectrode amplifier (NIHON KOHDEN, 
Japan) and differential amplifier (Dagan 2400A, USA), 
action potentials were fed into a window discriminator 
with an audio monitor. The original voltage traces were 
digitized using an acquisition board (National Instruments, 


USA) controlled by IGOR (WaveMetrics, USA), and 
saved for later analysis. Cell response to each visual 
stimulus type was defined as the mean firing rate 
(spontaneous activity subtracted) corresponding to the 
time of stimulus modulation. An ANOVA was used to 
determine whether the firing rates during the stimulus 
presentation exceeded the firing rates during the pre- 
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stimulus period. The proportion of cells with significant 
visually-evoked responses in cats with or without lesions 
was counted and calculated as cells per penetration of 
electrode. 

To examine if the electrode penetration distribution 
patterns were similar in cats with or without primary 
visual cortical area lesions, we photographed the whole 
visual cortex and marked in the picture each electrode 
penetration site using blood vessels on the cortical 
surface as a reference. After recording, we set in the 
picture a planar reference axis between two parallel lines 
that were perpendicular to the midline and passed by the 
rear tip of visuoparietal cortex and middle suprasylvian 
sulcus, respectively (Fig.1A). The electrode penetration 
locations in areas 19, 21 and 20 were then normalized to 
a standard circle with a radius of 1. Each penetration site 
was assigned a value of distance from point 0 and an 
angle on a 360? scale. Data from different groups of cats 
were pooled into one polar plot (Fig. 1B,C). 





All values were expressed as Mean+SD. Differences 
in cell sample distribution patterns and the proportion of 
cells with visually-evoked responses between different 
groups of cats were assessed using Chi-square test and 
Mann-Whitney U nonparametric test. 


2 Results 


2.1 Electrode penetrations in cats with and without 

lesions 

We recorded the visually-evoked response of 499 
cells from 149 electrode penetrations within areas 19, 21 
and 20 in cats with no cortical lesions, and 30 cells from 
120 electrode penetrations in cats with acute lesions in 
areas 17 and 18 (Tab. 1—3). The Chi-square test indicated 
that electrode penetration distribution patterns in cats 
with primary visual cortex lesions did not differ 


significantly from that in cats without lesions (Fig. 1B,C). 


Based on the measurements from the reference axis (see 
Materials and methods), the electrode penetration 
distribution patterns in different quadrants showed no 
significant differences between cats with and without 
lesions [4/(7)-3.701, P=0.813](Tab.1). The electrode 
penetration distribution in different ranges of radius to 
point 0 also showed no significant differences between 
cats with and without lesions [x (4)-1.070, P=0.899] 
(Tab.2). Further, the electrode penetration distribution in 
different ranges of radius to point 0 at each quadrant in 
cats with cortical lesions showed no significant differences 
from that in cats without lesions [0—90?: 47(3)-5.891, 


Tab. 1 Electrode penetration distribution in different 
quadrants (on a 0-360? scale) of the reference 
axis constructed at the recording areas 19, 21 
and 20 in cats with and without lesions of 
primary visual cortical areas 





Quadrants Electrode penetrations Electrode penetrations 
(Degree range) (No lesion) (Lesion) 
0-45? 25 13 
45-90? 7 11 
90-135? 11 7 
135-180? 22 24 
180—225? 15 13 
225-270? 15 13 
270-315? 17 14 
315-360° 37 25 
Total 149 120 


Electrode penetration distribution in different quadrants in cats with lesions 


showed no significant differences with control cats (P>0.05). 


Tab. 2 Electrode penetration distribution in different 
ranges of radius from 0 point of the reference 
axis constructed at the recording areas 19, 21 
and 20 in cats with and without lesions of 
primary visual cortex 








Radius Electrode penetrations Electrode penetrations 
range (No lesion) (Lesion) 
0-0.2 24 17 
0.2-0.4 53 45 
0.4-0.6 48 40 
0.6-0.8 23 18 
0.8-1 1 0 
Total 149 120 


Electrode penetration distribution in different quadrants in cats with lesions 


showed no significant differences with control cats (P>0.05). 


Tab. 3 Penetrations with cells responding to visual stimulation 
(PTV) and the number of cells responding 
respectively to flickering squares (RTF) and moving 
gratings (RTG) in cats without (Catl, Cat2, Cat3, 
and Cat4) or with (Cat5, Cat6, Cat7, and Cat8) 
lesions of primary visual cortical areas 








No lesion Lesion 
Subjects PTV RTF RTG Subjects PTV RTF RTG 
Catl 21 61 62 Cat5 3 11 1 
Cat2 28 75 28 Cat6 5 6 2 
Cat3 30 201 178 Cat7 4 6 0 
Cat4 29 145 231 Cat8 3 4 0 
Total 108 482 499 Total 15 27 3 


Penetrations with cells responding to visual PTV and the number of cells 
responding to RTF and RTG in cats with cortical lesions were significantly 


smaller than in control cats (P<0.05). 
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P=0.117; 90-1809: %’(3)=2.433, P=0.488; 180-270°: 
1°(3)=0.343,P=0.952; 270—360?: 47(4)-2.163, P=0.706]. 
2.) Penetrations with cells responding to visual 
stimulation 

Results showed that 108/149 (72.5%) electrode 
penetrations had neurons responding to visual stimulation 
in cats without cortical lesions. However, only 15/120 
(12.5%) penetrations had neurons responding to visual 
stimulation in cats with primary visual cortex lesions. 
The Mann-Whitney U nonparametric test indicated that 
electrode penetrations of neurons responding to visual 
stimulation in cats with cortical lesions was significantly 
less than that in cats without lesions (P«0.05) (Tab.3). 
Similarly, the average number of cells per penetration 
with visually-evoked responses in cats with cortical 
lesions was also significantly smaller than in cats without 
lesions (P«0.05). 
2.3 Cells responding to different types of visual stimuli 

To examine whether acute lesions of primary visual 
cortices affected neuronal responses equally to different 
types of visual stimuli, we compared the proportion of 
neurons responding to flickering squares and moving 
sinusoidal gratings between cats with and without lesions. 

Among the recorded neurons, 96.2% (509/529) of 
neurons responded to flickering squares, 91.196 (482/529) 
of neurons responded to both types of visual stimuli, and 
3.8% (20/529) of neurons responded only to moving 
gratings. Relative to cats without lesions, 93% of 
neurons (normalized to same electrode penetrations) in 
cats with acute primary visual cortex lesions failed to 
respond to flickering squares, while 99.3% of neurons 
lost responsiveness to moving gratings. The Mann- 
Whitney U nonparametric test indicated that the number 
of cells responding to flickering squares in cats with 
cortical lesions was significantly decreased compared 
with that in the controls (P<0.05) (Tab.3). Similarly, the 
number of cells responding to moving gratings in cats 
with cortical lesions was also significantly smaller than 
in the controls (P<0.05) (Tab.3). Additionally, relative to 
cats without lesions, the average reduction ratio of cells 
(99.3%) was not 
significantly different from that to flickering squares 
(93%) in cats with cortical lesions (P=0.08). 


responding to moving gratings 


3 Discussion 


Psychophysical investigations in human and 
primates indicate that complete damage of primary visual 


cortical areas can severely impair visual functions, but 
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the patients still show certain perception when performing 
such visual tasks as luminance contrast detection and 
motion direction discrimination (Barbur et al, 1980; 
Cowey, 1962; Cowey & Stoerig, 1995; Mohler & Wurtz, 
1977; Stoerig & Cowey, 1997; Weiskrantz et al, 1974; 
Weiskrantz, 2004; Zeki & Ffytche, 1998). This residual 
visual capacity (blindsight) could be caused by: 1) 
effects of direct projection from subcortical nucleus 
(such as lateral geniculate nucleus and superior colliculus) 
to higher visual cortical areas; and or 2) post-lesion 
reorganization of pathways from subcortical level to 
visual cortical regions. To clarify these possibilities, we 
examined the response of neurons in the higher visual 
cortical areas 19, 21 and 20 after acute bilateral ablation 
of areas 17 and 18. Our results showed that acute 
primary visual cortex lesions inactivated the response of 
most neurons in areas 19, 21 and 20 to visual 
stimulation of either moving grating or flickering squares. 
This result is consistent with previous physiology 
experiments done in monkeys, which reported that acute 
lesions or cooling of V1 could inactivate about 95% of 
neurons in V2, V3 and V4 (Girard & Bullier, 1989; 
Girard et al, 1991a, b; Kaas et al, 1990; Schiller & 
Malpeli, 1977). 
physiological evidence that acute damage of primary 


Therefore, our results provide 
visual cortical areas in adult cats will severely impair 
visual functions, as observed in previous psychophysical 
experiments (Shupert et al, 1993). However, cats with 
neonatal lesions of primary visual cortices (including 
chiefly areas 17 and 18) showed more sparing of vision 
in performance of visual cliff detection, orienting to 
suddenly appearing targets, and other visual tasks 
(Rushmore & Payne, 2004; Shupert et al, 1993;). These 
residual visual functions are likely mediated through 
plastic reorganization of visual pathways after lesions 
(Payne, 2004; Rushmore and Payne, 2004; Rushmore et 
al, 2008; Schoenfeld et al, 2002), as demonstrated by 
previous morphological studies on post-lesion rewiring 
of visual circuits capable of mediating visual abilities 
(Kalil et al, 1991; Lomber et al, 1993, 1995; Payne& 
Lomber, 1998). Previous research found that a significant 
portion of neurons in posteromedial lateral suprasylvian 
(PMLS) cortex were responsive to moving gratings as 
well as simple and complex random dot kinematograms 
(RDKs) following early lesions of primary visual cortex 
in cats (Ouellette et al, 2007). This is consistent with 
other observations done in primates, which showed that 
neurons in the lesion-projection zones of MT (middle 
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temporal area) and even V2, V3 and V4 can be activated 
by visual stimulation after damage of primary visual 
cortex (Azzopardi et al, 2003; Schmid et al, 2009; 
Schmid et al, 2010) as certain regions in the extrastriate 
visual cortex may have direct connections with subcortical 
nucleus and thus form parallel, V1-bypassing pathways 
contributing to the behavioral phenomenon of blindsight. 
A recent fMRI study indicated that direct LGN 
projections to the extrastriate cortex may play a critical 
role in mediating post-lesion residual vision (Schmid et 
al, 2010). However, all experimental evidence supporting 
their suggestions were collected one year (in cats) or at 
least one month (in monkeys) after lesion surgery, and 
therefore could not exclude the possibility that the post- 
lesion residual vision (blindsight) and neuronal activities 
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ABITE, H Bi e S43 Be P ULIS f D OU RAAT TIE. TRES 
É E， 昌 迫切 需要 一 种 适用 于 干细胞 移植 研究 的 青光眼 造 模 方法 。 该 实验 
对 新 西 兰 白 免 球 结膜 下 注射 地 塞 米 松 给 药 , 2.5 mg/ 次 , 一 周 3 次 , 持续 8 周 。 眼底 照相 显示 造 模 眼 眼球 届 光 间 质 保 
持 请 晰 ， 视 乳头 凹陷 明显 扩大 、 血 管 呈 届 膝 状 ; 病理 切片 显示 造 模 眼 视神经 明显 损伤 ; 海德 堡 视网膜 断层 扫描 仪 
(Heidelberg retina tomography, HRT) 定 量 分 析 显 示 造 模 眼 盘 沿 面积 减 小 (1.10+0.88) mm2、 杯 / 盘 比 增 大 0.17+0.13, 视 
网 膜 神经 纤维 层 平均 厚度 降低 (0.44+0.31) mm 等 青光眼 性 质 病理 改变 ， 且 均 达 到 极 显著 水 平 (P<0.001)。 建 模 成 功 
后 ， 于 角膜 缘 后 4 mm 向 造 模 眼 玻璃 体 注 入 猕猴 神经 干细胞 , 植 入 5 个 月 后 摘 取 眼 球 切 片 , 通过 荧光 显微镜 观察 到 
存活 的 移植 细胞 。 该 实验 建立 了 一 种 简单 可 靠 、 重 复 性 强 且 适用 于 神经 干细胞 移植 研究 的 慢性 青光眼 造 模 方法 。 


关键 词 :， 青光眼 ; 动物 模型 ; 地 塞 米松 ; 干细胞 移植 
中 图 分 类 号 : Q95.33; Q436; Q57 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2012)02-0225-06 


























摘要 : 青光眼 是 一 种 致 育 且 不 可 逆 
干细胞 研究 的 兴起 为 该 病 的 治疗 带 来 了 
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Glaucoma model for stem cell transplantation research in 
New Zealand white rabbits 


GUO Li-Yun!, WEI Jing-Kuan”, YANG Shang-Chuan2 ， WANG Zheng-Bo^ 


(1. Department of Ophthalmology, the Fourth Affiliated Hospital of Kunming Medical College, Yunnan 650021, China; 2. Kunming Institute of Zoology, 
the Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223, China; 3. Graduate University of the Chinese Academy of Sciences, Beijing | 100049, China) 


Abstract: Glaucoma is a typical irreversible blind neurodegenerative disease for which there is no effective 
treatment for halting visual deterioration. The recent development of neural stem cells studies sheds light on a potential 
resolution for this disease. As a result, an appropriate glaucoma modeling method for stem cell transplantation study is 
needed. In the present study, Dexamethasone was injected unilaterally into the conjunctiva of New Zealand rabbit at the 
dose of 2.5 mg (5 mg/mL), three times a week. After eight weeks, the eye ground photography showed that the optic 
nerve head of the treated eye was expanded, and the blood vessel was geniculate compared to the control eye, while the 
ocular media remained transparent. The hematoxylin-eosin (HE) stain of the retinal nerve fiber layer (RNFL) sections 
showed optic neuron death in the treated eye. The Heidelberg Retina Tomography (HRT) results showed optic disk 
morphological changes consistent with the pathophysiology of glaucoma in the treated eye, including a decrease in the 
rim area (1.10+0.88) mm? and mean RNFL thickness (0.44+0.31) mm, and an increase in the cup/disk ratio 0.17++0.13. 
Then neural stem cells were injected into the vitreous body of the treated eye. After five months, surviving transplanted 
cells were observed. These results suggest a simple and reproducible chronic glaucoma model, which is appropriate for 
neural stem cell transplant research, has been successfully developed. 
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青光眼 是 一 种 以 视野 缺损 为 特征 的 不 可 WE PERRI, 为 导致 成 年 人 失明 的 首要 因素 ,， 目 
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前 在 世界 范围 内 约 有 7x10 青光眼 患者 (Leske， 
2007)。 原 发 性 开 角 型 青光眼 (primary open angle 
glaucoma，POAG) 是 成 年 人 青光眼 中 最 常 检 出 的 一 
类 ,其 发 病 进程 通常 伴随 持续 性 眼 压 异常 升 高 。 目 
前 , 普遍 认为 POAG 病人 眼 压 升 高 是 由 于 房 水 流出 
通道 中 胞 外 基质 (如 纤维 连接 蛋白 、 粘 多 糖 等 ) 的 异 
常 积聚 引起 房 水 循环 受阻 而 导致 (Babizhayev & 
Brodskaya, 1989; Francois, 1975; Rohen, 1983)。 持续 
性 眼 压 升 高 是 导致 视网膜 视神经 节 细 胞 (retinal 
ganglion cells, RGCs) 死 亡 的 最 主要 因素 , 神经 节 细 
胞 (RGCs) 渐 进 性 死亡 的 病征 表现 即 为 患者 视野 逐 
渐变 小 并 最 终 导 致 失明 。 目 前， 该 疾病 尚 无 有 效 治 
疗 方法 。 

以 前 的 高 眼 压 动物 模型 研究 主要 着 力 于 探索 
建 模 后 降低 眼 压 的 方法 , 但 高 眼 压 造成 的 视神经 损 
伤 具有 不 可 恢复 性 ， 降 低 眼 压 只 能 够 延缓 青光眼 发 
病 进 程 ， 对 于 损伤 的 神经 节 细 胞 没有 恢复 作用 
(Chihara，1982)， 因 此 不 能 对 视野 缺失 进行 根本 性 
治疗 。 随 着 干细胞 研究 的 发 展 , 利用 胚胎 干细胞 或 
者 神经 干细胞 载体 移植 , 通过 其 分 化 整合 进而 取代 
缺失 神经 元 的 功能 来 修复 中 枢 及 周围 神经 系统 的 
损伤 已 经 成 为 目前 神经 损伤 性 疾病 的 研究 热点 ， 而 
利用 干细胞 移植 修复 视网膜 损伤 也 已 成 为 了 青 光 
眼 研 究 的 新 方向 (Bull et al, 2008; Johnson et al, 
2010)。 该 方法 需要 一 种 能 够 模拟 青光眼 发 病 进程 中 
眼 压 处 于 长 时 期 慢性 升 高 ,进而 导致 视网膜 神经 节 
细胞 凋 亡 的 动物 模型 ; 且 该 模型 眼球 届 光 间 质 清晰 ， 
可 对 视网膜 神经 细胞 缺失 过 程 及 干细胞 整合 奉 代 
缺失 神经 细胞 过 程 进 行 持续 监测 ; 同时 能 够 进行 动 
物 视 觉 功 能 检测 ， 比 如 视网膜 电 图 (electroretinogram， 
ERG) 或 者 视觉 诱发 电位 (visual evoke potential, VEP) 
检测 (Ogata, 1971; Watts et al, 1989) 来 对 比 建 横 前 后 
及 修复 前 后 视觉 功能 的 变化 等 要 求 。 

新 西 兰 白 免 眼球 特点 明显 、 大 小 和 结构 类 似 人 
眼 、 届 光 间 质 清晰 且 病 理 变 化 易于 检 出 ,是 一 种 理 
想 的 眼科 疾病 研究 模式 动物 (Bar-Ilan，1984; Pierre 
V et al, 1977); 在 青光眼 研究 中 , 常 被 用 于 建立 高 
眼 压 模型 以 青光眼 模拟 病理 进程 , 研究 发 病 机 理 及 
降低 眼 压 的 方法 (Beitch & Eakins, 1969; Katz et al, 
1975)。 早 期 的 人 及 动物 在 体 实验 表明 眼球 经 糖 皮质 
激素 处 理 后 的 症状 同 POAG 类 似 (Bil，1977; 
Vareilles et al, 1977; Weinreb et al, 1985), 离 体 实验 
表明 糖 皮 质 激素 的 主要 作用 部 位 是 房 水 流出 通道 
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中 的 小 深 网 状 结构 (trabecular meshwork, TM)。 体 外 
培养 经 地 塞 米 松 处 理 的 小 深 网 细胞 表明 ， 其 作用 机 
制 主要 表现 在 以 下 四 个 方面 : 1) 改变 小 粱 网 处 细 
胞 外 基质 的 糖 和 蛋白 表达 水 平 (Steely et al, 1992; Yun 
et al, 1989); 2) 通过 影响 肌 动 蛋白 各 亚 基 表 达 量 来 
影响 细胞 骨架 结构 的 组 织 方式 (Clark et al, 1994); 3. 
改变 细胞 连接 蛋白 中 层 粘连 蛋白 五 种 亚 基 中 的 三 
种 亚 基 的 表达 量 来 影响 小 梁 网 组 织 细 胞 连接 
(Dickerson et al, 1998); 4) 改变 Na -K -CI 的 对 向 运 
输 水 平 (Putney et al, 1997)。 本 实验 根据 糖 皮质 激素 
药理 特性 及 免 腿 球 优势 提出 一 种 新 的 高 眼 压 建 模 
Jj; ik, BY fa WR EK Zh HE B oir Hp Hh 3E OK RA 
(dexamethasone) 诱 导 产 生 青光眼 性 视神经 损伤 。 应 
用 海德 您 视网膜 断层 扫描 仪 (Heidelberg retina 
tomography,，HRT) 和 了 眼底 照相 仪 观察 眼球 届 光 间 质 
及 视盘 形态 变化 ,组 织 切片 观察 视神经 形态 学 变化 
以 检测 神经 损伤 程度 。 建 模 后 行 玻璃 体腔 内 干细胞 
移植 , 观察 干细胞 在 模型 眼 玻璃 体 的 生长 情况 来 评 
价 此 建 模 方 法 的 可 行 性 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 动物 
雄性 新 西 兰 白 兔 20 只 , 由 昆明 医学 院 提 供 。 分 
两 批 次 进行 实验 , 每 次 10 只 ,体重 范围 1.5~3.5 kg, 
平均 (2.4+0.43) kg, fuit 120—240 d (平均 180 d). 
所 有 动物 在 标准 条 件 下 饲养 ,12 h 黑暗 交替 
(7:00-19:00 为 光 周 期 )。 所 有 动物 行为 及 给 药 实验 
在 13:30-16:00 之 间 完 成 。 
12 BA 

球 结膜 下 注射 地 塞 米 松 慢性 升 高 眼 压 。 动 物 固 
定 后 ， 眼 球 滴 用 盐酸 奥 布 卡 因 眼 液 (oxybuprocaine 
hydrochloride eye drops) 局 部 麻醉 ， 单 侧 眼 地 塞 米 
松 (5 mg/mL) 注 射 给 药 , 2.5 mg/ 次 ， 周 一 、 三 、 五 给 
药 ， 连 续 8 周 。 该 给 药方 式 相对 直接 滴 用 药 效 作用 
时 间 长 且 药 物 吸 收 更 充分 。 未 做 给 药 处理 的 对 侧 眼 
为 对 照 眼 。 

眼 压 测量 采用 更 适合 白 免 的 由 金 斯 手持 压 平 
眼 压 计 (Perkins hand held applanation tonometer)1il 
# (Abrams et al, 1996; Lim et al, 2005) , 每 次 给 药 前 
0.5 h 及 给 药 后 1 h 测量 眼 内 压 。 每 次 测量 时 间 <10 
min. 
1.3 ”青光眼 模型 诊断 方法 
1.3.1 活体 影像 学 检查 Fl 






























































































































































































































































































































































































































































眼底 照相 仪 (TOPCON. 




















2 期 郭 立 云 等 : 


























MARK II, Japan) 观 察 萎缩 视神经 的 颜色 、 杯 盘 及 血 
管 变化 ; 利用 海德 堡 断层 扫描 及 多 普 勒 血 流 扫描 仪 
(HRT/F，Germany) 检 测 视盘 及 视 杯 面积 大 小 , 平均 
视网膜 神经 纤维 层 厚度 等 。 
1.3.2 ”组 织 学 切片 观察 ”空气 栓塞 法 处 死 实验 动 
物 后 立即 取出 眼球 , 4% 多 聚 甲醛 后 固定 24 h; 20%、 
30% 庶 糖 溶 液 梯 度 脱 水 ; 全 眼球 冰冻 切片 (20 um); 
苏 木 素 - 伊 红 (HE) 染 色 ; 显 微 观察 视网膜 神经 纤维 
层 。 
144 神经 干细胞 培养 及 移植 

绿色 荧光 蛋白 (green florescence protein, GFP) 
猕猴 神经 干细胞 由 GFP 猕猴 胚胎 干细胞 分 化 得 来 。 
选取 致密 集落 做 分 化 实验 。 细 胞 集落 悬浮 培养 形成 
拟 胚 体 后 贴 壁 培养 , 分 化 得 到 神经 和 干细胞。 手工 选 
取 处 于 玫瑰 花环 结构 中 的 具 强 分 化 能 力 的 神经 干 
细胞 ， 并 计数 。 

微量 进 样 针 进行 细胞 移植 ， 进 针 点 位 于 角膜 缘 
后 4 mm, 9:00 方位 ,深度 5 mm 垂直 于 巩膜 向 造 模 
眼 玻 璃 体 移 植 入 神经 干细胞 5 uL. (1C 10° 个 /4L)， 
速度 0.25 uL/min, 注射 后 留置 5 min。 动 物 正 常 饲 
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3E 5 个 月 后 处 死 ， 冰 冻 切 片 后 通过 痰 光 显 微 镜 观 察 
移植 细胞 在 玻璃 体内 的 生长 存活 情况 。 
15 统计 学 方法 

应 用 SPSS18.0 软件 包 对 HRT 检测 的 视盘 形态 
各 参数 进行 统计 分 析 , 包括 : 视盘 面积 、 视 杯 面积 、 
盘 沿 面积 、 杯 /盘面 积 比 和 视网膜 平均 神经 纤维 层 厚 
度 。 所 得 实验 数据 均 以 meanzSE 表示 , 采用 配对 t- 
检验 (Vaajanen et al, 2008). 


2 结 R 


21 眼底 视 乳 头 变化 

经 眼底 照相 检测 ,新西兰 白 兔 造 模 眼 表现 为 : 
前 房 透 明 、 角 膜 无 明显 变化 、 届 光 间 质 透明 , 与 正 
常 对 照 眼 无 明显 差别 (图 LA); 造 模 眼 较 对 照 眼 眼底 
视 乳 头 止 陷 明 显 扩大 、 加 深 , 血管 呈 明 显 的 屈膝 状 
(图 1B)。 有 眼底 视 乳 头 变化 提示 在 高 眼 压 条 件 下 视 乳 
头 被 压迫 。 在 20 Rat, 有 17 只 可 以 观察 到 前 述 
差异 性 变化 ， 而 受 压 迫 程度 需 通 过 HRT 检测 指标 
统计 结果 共同 说 明 ; 另外 3 只 在 给 药 过 程 中 因为 唱 
状 体 脱位 无 法 清晰 成 像 ， 但 不 影响 ART 成 像 。 























































































































re 7 
B aS 
、 ` 


| mm 


图 1 对 照 眼 与 造 模 眼 眼底 照相 


Fig. 1 Eye-ground photography of control eye and model eye 
A) 对 照 眼 眼底 照相 ; B) 青光眼 造 模 眼 眼底 照相 。 
A) Eye-ground photography of control eye; B) Eye-ground photography of model eye. 


2.2. 海德 堡 视网膜 断层 扫描 仪 (HRT 检 测 
青光眼 性 视网膜 损伤 的 临床 判断 指标 有 3 个 : 
盘 沿 面积 Cim area). 减 小 ( 盘 沿 面积 = 视盘 面积 - 视 杯 
THAR); 杯 / 盘 面积 比 (cup/disk ratio) 增 大 ( 杯 / 盘 面积 
比 = 视 杯 面 积 /视盘 面积 ); 以 及 视网膜 平均 神经 纤 
维 厚 度 减 小 。 其 中 任何 一 项 变化 超过 正常 范围 即 可 
诊断 为 青光眼 。 表 1 是 在 给 药 8 周 后 的 20 只 青 光 
眼 模 型 免 眼 HRT 检测 指标 统计 分 析 结 果 , 造 模 眼 
相对 于 对 照 眼 盘 沿 面积 减少 (1.10+0.88) mm" (P 
0.001); 杯 / 盘 面积 比 增 大 (0.17+0.13)(P<0.001D); 视 



































网 膜 神经 纤维 层 平均 厚度 减 小 (0.44+0.31) mm(P< 
0.001), 三 项 指标 变化 同 青光眼 病理 特征 一 致 。 

以 对 照 眼 样本 meantSE 为 正常 值 参考 范围 
(n-20, 表 1), 对 造 模 成 功率 进行 初步 评估 ， 造 模 眼 
指标 超过 该 范围 的 被 认为 有 病理 变化 趋势 。 经 统计 ， 
17 只 免 的 造 模 眼 盘 沿 面积 减 小 ， 18 只 免 的 造 模 眼 
杯 / 盘 面积 比 增 大 ; 16 只 免 的 造 模 眼 视网膜 神经 纤维 
层 平均 厚度 减 小 。 BI 3 项 指标 均 有 变化 趋势 的 为 13 
A, 满足 两 项 的 为 5 只 , 满足 一 项 的 为 1 只 , 没有 变 
化 的 为 1 只。 
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R1 青光眼 造 模 眼 与 对 照 眼 ART 视盘 形态 参数 对 比 (mean+SE, n-20) 
Tab.1 Rabbits optic disks HRT topographic parameters of model eyes and control eyes (mean+SE, n=20) 

















à " em 视网膜 神经 纤维 层 平 
组 别 视盘 面积 ， 视 杯 面积 ， ELLEN iL —— HEINE TRE 
: ‘ ] J 多 厚度 
Groups Disk area(mm") Cup area(mm^) Rim area(mm’) Cup/Disk ratio iBickiness (Him) 
XS BER 6.80+1.20 6.52+1.14 0.27+.0.24 0.96+0.03 —0.62+0.22 
Model eyes 
对 照 眼 
6.41+1.23 4.99+1.08 1.37+40.90 0.79+0.13 —0.18+0.24 
Control eyes 
Zell 0.38+0.80 1.53+1.02 -1.10+0.88 0.17+40.13 —0.44+0.31 
Difference 
日 | ET ee 
差别 显著 性 P=0.044 P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001 


Significance 


2.3 组织 形态 学 改变 2.4 干细胞 植 入 后 在 玻璃 体内 的 生长 情况 

高 腿 压 模型 中 视网膜 神经 压迫 性 损伤 ， 导 致 大 建 模 兔 眼 玻璃 体内 移植 神经 干细胞 S 个 月 后 的 
量 神经 元 死亡 、 细 胞 膜 破 裂 、 胞 质 扩散 、 细 胞 核 堆 ”组 织 学 检查 发 现 , 在 玻璃 体 中 ， 有 大 量 的 移植 细胞 
fA, 以致 HE 染色 切片 着 色 不 均 。 造 模 组 视神经 纤 ” 存活 , 并 且 附 着 在 晶状体 上 (图 3A, C)。 本 研究 的 建 
维 排列 失去 规律 ， 视 神经 肿胀 , 纤维 间 质 水 肿 及 空 。 模 方 法 在 停 药 一 段 时 间 后 眼 压 可 自行 恢复 正常 , 不 
泡 (图 2B)。 对 照 组 视神经 纤维 排列 紧密 、 整齐 有 序 、 ”影响 移植 细胞 生长 (图 3), ob 展 移植 干 细 
纤维 间 质 少 有 水 肿 及 空 泡 、 基 质 均 匀 且 无 明显 炎 性 ” ” 胞 对 青光眼 的 治疗 研究 提供 了 可 能 。 
细胞 (图 2A)。 
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图 2 视网膜 神经 纤维 组 织 切片 HE ie 色 
Fig.2 Frozen section of RNFL with HE stain 

A) 对 照 眼 视网膜 冰冻 切片 HE 染色 ; B) 造 模 眼 视网膜 冰冻 切片 HE 染色 。 

A) HE stain of control eye RNFL frozen section B) HE stain of model eye RNFL frozen section. 
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图 3 猕猴 神经 干细胞 移植 入 玻璃 体 后 存活 情况 


Fig.3 Growth situation of rhesus monkey neural stem cells after transplant into conjunctiva 














A) 存活 的 猕猴 神经 细胞 (GFP 标记 的 细胞 ); B) 普通 光 镜 像 , 五角 星 所 示 为 品 状 体 ; C) A, B SIA. 
A) Survived rhesus monkey neural stem cells (GFP label cells); B) Microscopy imaging in normal light, star refers to the eye lens; C: overlap of 
A and B. 
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青光眼 作为 一 种 视 通 路 疾病 在 生理 病理 学 进 
程 方面 同 其 他 神经 退行 性 疾病 有 诸多 类 似 之 处 , 包 









































种 新 的 可 用 于 干细胞 移植 的 新 西 
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屈 光 间 质 混浊 ,不 利于 观察 视觉 功能 的 变化 。 但 就 
观察 干细胞 植 入 后 的 视神经 损伤 修复 而 言 ， 需 要 
最 小 化 眼 压 升 高 过 程 中 的 视 通 路 损伤 。 

地 塞 米 松 处 理 锡 眼球 不 会 引起 眼 压 剧烈 波动 ， 






































这 


舌 神经 元 轴 突 末梢 消亡 (Martin et al, 2006)、 氧 化 应 
(Kumar & Agarwal, 2007) 和 胶 质 细胞 减少 (Naskar 
et al, 2002) 等 。 青 光 眼 患者 在 通过 物理 或 化 学 方法 
降低 眼 内 压 至 正常 水 平 后 , 仍然 表现 进行 性 视野 缺 
失 直 至 失明 。 视 神经 作为 中 枢 神 经 系统 的 一 部 分 ， 
损伤 后 无 法 自然 修复 (Bull et al, 2008)， 以 外 源 移植 
多 分 化 潜能 的 神经 干细胞 作为 修复 的 细胞 动力 源 
己 成 为 青光眼 治疗 的 研究 方向 。 

已 有 研究 提出 了 几 种 建立 高 眼 压 模型 的 方法 ; 
麻醉 大 鼠 前 房 角 注射 生理 盐水 使 动物 眼 内 压 迅速 
升 高 至 76 mmHg (10.13 kPa) 并 持续 24 h 后 回落 
到 正常 眼 压 (1944) mmHg [(2.5+0.5) kPa] (Ben 
Simon et al, 2006); 灼 烧 巩膜 外 项 脉 使 房 水 不 能 正 
常 引 流 继而 升 高 眼 内 压 ， 使 眼 内 压 达 到 对 照 眼 的 
1.6 倍 (Mittag et al, 2000; Naskar et al, 2002); 巩膜 外 
层 三 根 静 脉 注 射 高 渗 盐 水 迅速 提高 眼 内 压 












































































































































































































































这 与 现 有 在 体 研究 结果 相符 合 。 Weinreb 对 POAG 病 
人 滴 用 地 塞 米 松 后 发 现 给 药 0.5 h 后 眼 压 较 未 给 药 对 
照 眼 升 高 2 mmHg (266.64 Pa), 4—8 h 后 药 效 达 到 峰 
值 时 差 值 也 仅 为 5.5 mmHg (733.26 Pa) (Weinreb et al, 
1985); Knepper 对 免 眼 使 用 地 塞 米 松 处 理 后 ， 青 年 
兔 腿 内 压 在 给 药 后 有 轻微 升 高 ， 而 老年 兔 腿 压 无 显 
著 变 化 (Knepper et al, 1978)。 本 实验 给 药 后 第 一 周 的 
眼 内 压 抽 查 发 现 ， 相 对 于 对 照 眼 基准 值 (6.7+5.7) 
mmHg [(893.24+759.92) Pa] (6 次 眼 压 数 据 平均 ), 建 
模 眼 眼 压 仅 升 高 至 (14.742.5) mmHg [(1.96+0.33) 
kPa], 这 种 眼 压 轻微 升 高 的 模式 很 好 地 模拟 了 青 光 
眼病 人 的 病程 。 
总 之 , 本 实验 采用 地 塞 米 松 诱导 青光眼 的 建 模 
方法 , 诱发 了 青光眼 病理 特征 性 的 眼底 乳头 扩大 、 
加 深 ， 以 及 血管 届 膝 状 改变 ; HRT 检测 结果 符合 青 
光 眼 病理 变化 特征 ; 视网膜 切片 HE 染色 证 实 了 相 









































































































































(Morrison et al, 1997; Neufeld et al, 1999); 利用 高 能 
激光 灼 烧 小 梁 网 (trabecular meshwork TM) 致 变性 ， 
阻 断 房 水 流通 引起 眼 压 升 高 (Aihara et al., 2003; 
Jonas & Hayreh, 1999; Levkovitch-Verbin et al, 2002) 
等 。 这 些 高 眼 压 建 模 多 采用 短 时 间 内 和 急性 升 高 眼 压 
的 方法 来 获得 视网膜 神经 损伤 模型 ， 主要 适用 于 
研究 高 眼 压 导 致 的 相关 基因 表达 有 异常、 视网膜 神经 
细胞 凋 亡 机 理 及 降低 眼 压 的 方法 探索 等 。 且 这 些 方 
法 多 以 机 械 损伤 视神经 为 主 对 眼球 破坏 大 ， 导 致 
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摘要 : 运用 行为 学 方法 通过 金属 离子 诱发 神经 毒性 ， 建 立 阿尔 海 默 次 症 动物 模型 。 通 过 运动 行为 观察 、 应 激 
避 条 件 模 型 检测 在 pH 值 为 7.8、6.8、5.8 条 件 下 暴露 铝 离子 24 h 和 96 h 后 铝 离子 对 成 年 斑马 鱼 运动 行为 和 学 
习 记 忆 能 力 的 作用 , 探讨 金属 元 素 在 酸性 环境 下 诱发 神经 毒性 导致 阿尔 海 默 次 症 与 运动 行为 、 学 习 记 忆 的 关系 。 
结果 表明 , pH 5.8 铝 离子 组 暴露 96 h 的 运动 行为 活性 和 学 习 记 忆 人 能力 与 pH 7.8 铝 离 子 组 和 pH 6.8 铝 离 子 组 相 比 有 
较 显 车 变化 。 同 时 ，pH 5.8 铝 离 子 组 暴露 96 h 运动 行为 活性 和 学 习 记 忆 能 力 与 pH 5.8 铝 离 子 组 暴露 24 h 相 比 出 
现 明显 降低 。 这 些 都 表明 ， 铝 在 酸性 环境 下 ， 与 pH 相互 作用 影响 斑马 鱼 的 运动 行为 与 学 习 记 忆 能 力 , 可 能 造成 斑 
马 鱼 大 脑 关 于 记忆 功能 区 域 出 现 损 伤 , 诱发 神经 毒性 产生 类 似 阿 尔 海 默 次 症 发 病症 状 。 
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Locomotor activity and learning and memory abilities in Alzheimer’s 
disease induced by Aluminum in an acid environment in Zebrafish 


HE Xiong'”, ZHONG Zhao-Ming', CHE Yi^' 


(1. Circadian Clock Center, Suzhou University, Suzhou |. 215123, China; 2. School of Biology and Basic Medical Sciences, 
Suzhou University, Suzhou 215123, China) 


Abstract: We investigated the contribution of locomotor activity and learning and memory abilities to Alzheimer's 
disease induced by metal neurotoxicity. The metal neurotoxicity model was established by using locomotor activity tests 
and activity-avoidance conditioning paradigms, and observing changes in zebrafish behaviors after exposure to 50 ug/L 
of AlCl; with different pH values (pH 7.8, pH 6.8 and pH 5.8) for 24 hours and 96 hours. The results showed Alzheimer's 
disease-like behavior in locomotor activity tests and activity-avoidance conditioning paradigms by zebrafish receiving 
AICI, in pH 5.8 significantly decreased compared to the control group and groups receiving AlCl, in pH 7.8 and pH 6.8 
for 96 hours and 24 hours. These results provide evidences that exposure to AICI; in an acid environment can influence 
locomotor activity and learning and memory abilities in zebrafish. In addition, exposure time and concentration of Al 
induced neurotoxicity and damaged the brain area of memory, resulting in Alzheimer's disease-like behavior. 


Key words: Aluminum; Acid environment; Locomotor activity; Learning and memory abilities; Alzheimer's disease 














阿尔 海 默 茨 症 (Alzheimer s disease, AD) 是 一 种 J HEARED ACBL, MAAARI Bad AR ER CE 
进行 性 神经 退化 疾病 和 老年 痴 采 最 常见 的 症状 , aS RSE EA ATS BUTE "^E, ALB 
响 了 全 球 数 百 万 人 的 身心 健康 ,表现 为 认 知 和 记忆 ”着 时 间 的 推移 ,环境 变化 起 主要 作用 (García et al, 
功能 不 断 恶化 , 日 常生 活 能 力 进 行 性 减退 , 并 伴 有 ”2002)。 因 此 , 研究 阿尔 海 默 次 症 的 病因 、 机 制 、 治 
各 种 神经 精神 症状 和 行为 障碍 (Small et al, 1997), — 疗 方法 既是 临床 研究 的 重要 问题 ,也 是 神经 科学 ， 
病因 可 能 涉及 遗传 和 环境 因素 。 在 对 犹他 州 的 长 期 ” 环境 毒 理学 研究 高 度 关注 的 问题 。 
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铝 是 一 种 地 壳 中 含量 较 多 的 人 体 非 必需 金属 
TOR, 适量 摄 入 对 人 体 无 害 , 积聚 在 人 体内 有 助 于 
金属 离子 平衡 ; 具有 生物 活性 的 铝 不 能 进入 大 脑 ， 
极 少 量 的 铝 有 助 于 大 脑 组 织 的 选择 性 吸收 , 但 是 离 
子 形式 铝 的 大 量 积 累 将 导致 新 陈 代谢 的 亲 乱 
(Tomljenovic, 2011; Senger et al, 2011)。 铝 对 于 生 
活 在 酸性 和 碱 性 环境 中 的 水 生生 物 有 很 大 危害 。 
研究 表明 ， 土 壤 酸化 导致 水 中 铝 离 子 积累 进而 致使 
大 西洋 链 鱼 数量 减少 、 生 和 殖 功 能 急剧 衰退 ， 且 对 于 
组 织 和 大 脑 均 存 在 毒性 效应 (Monette & 
McCormick, 2008; Oteiza et al, 1993)。 流 行 病 学 研究 
也 揭示 污水 中 所 存在 的 过 量 的 铝 与 神经 变性 有 极 
大 关联 (Rondeau et al, 2009; Shcherbatykh & 
Carpemter, 2007)。 铝 在 鱼 类 中 产生 毒性 大 多 数 与 水 
的 pH 值 相关 ,可 溶性 钻 能 够 降低 水 的 pH 值 和 升 高 
无 机 铝 的 含量 , 无 机 铝 对 鱼 类 有 很 强 毒性 作用 ， 而 
水 的 酸性 对 鱼 类 血液 循环 、 内 分 小、 代谢 和 生殖 功 
能 都 有 影响 (Camargo et al, 2009; Nilsen et al, 2010)。 
但 是 ， 到 目前 为 止 ， 铝 导致 神经 毒性 的 作用 机 理 还 
不 清楚 。 
金属 元 素 ( 主 要 为 铝 ) 能 够 潜伏 在 人 体 或 动物 体 
内 ， 积 累 到 一 定量 诱发 神经 毒性， 表现 为 : (DVEX 
样 蛋白 增加 (Walton & Wang, 2009; Chen & 
Penington, 2000); (2) 神 经 纤维 出 现 异 常 ， 轴 突 运输 
出 现 停 涡 (Walton, 2006; Perl & Moalem, 2006); (3) 
神经 传递 过 程 中 胆 碱 等 神经 递 质 和 G- 和 蛋白 信号 级 
联 损伤 (Cowburn et al, 2001)。 有 证 据 表 明 ， 铝 等 金 
属 离子 的 积累 可 能 导致 人 和 动物 阿尔 海 默 次 症 的 
发 病 和 恶化 ,如 学 习 和 记忆 能 力 衰退 ; 血 透 析 时 有 
高 含量 血清 铝 积累 的 患者 伴随 有 心脏 震颤 ， 全 身 忻 
抽 搞 ,视觉 记忆 能 力 不 断 下 降 等 症状 (Zatta et al, 
2003) 。 铝 的 积累 会 导致 相关 蛋白质 的 氧化 修饰 ， 
Kumar et al (2008) 报 道 铝 和 脂 褐 素 的 含量 增加 可 能 
危害 神经 元 的 活动 ， 导 致 抗 氧化 剂 和 金属 离子 的 消 
耗 。 老 年 小 鼠 (224 个 月 ) 接触 铝 制 剂 连续 15 个 星 
期 后 ， 其 海马 神经 元 中 存在 铝 的 积累 ， 记 忆 能 力 显 
著 降 低 且 表现 类 似 阿 尔 海 默 欧 症 的 老年 痴呆 症 迹 
象 ， 可 以 推测 铝 与 淀粉 样 蛋白 以 及 阿尔 海 默 次 症 神 
经 元 纤维 缠 结 的 形成 有 很 大 关系 , 但 其 生理 机 制 还 
不 清楚 (Tripathi et al,2009) 。 
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神经 系统 疾病 的 发 病 机 制 、 构 建 疾病 模型 、 环 境 治 
理 和 相应 药物 筛选 等 建立 行为 学 基础 。 


1 材料 和 方法 


11 实验 动物 及 分 组 

健康 雄性 野生 型 斑马 鱼 (TUB 4BC)， 由 苏州 大 
学 生物 钟 研究 中 心 提 供 ， 实 验 前 饲养 于 中 心 鱼 房 ， 
温度 维持 在 (28 土 2)'C， 每 10 一 20 条 饲养 于 3 工 的 
系统 水 循环 鱼缸 ， 白 天 用 丰年 是 定时 喂食 3 次 。 选 
择 外 形 完整 .条纹 分 明 、 鳞 片 有 光泽 、 体 长 (3.05+0.41) 
cm、 体 重 (0.36+0.15) g 的 成 年 斑马 鱼 (6 一 18 Hit) 
进行 实验 。 动物 分 为 12 组 24h 和 96h 各 6 组 ), 每 
组 10 只 (实验 期 间 不 喂食 ,放置 在 4 的 独立 鱼缸 
E, 通过 加 入 稀 盐 酸 调 节 pH fi): A 组 为 pH7.8 对 
照 组 ; B 2H 7J pH 6.8 对 照 组 ; C ZH Ay pH 5.8 对 照 组 ; D 
组 为 pH 7.8 铝 离子 (AlCl) 组 (50 ug/L); E 2H 7 pH6.8 
铝 离子 (AlCl) 组 (50 ug/L); F 组 为 pH 5.8 铝 离子 
(AICI3)2H (50 pg/L). 
12 ”主要 试剂 

稀 盐 酸 (HCD、 和 氧化 铝 (AlCl) 试 剂 (结晶 体 装 ) 
购 于 国药 集团 。 
13 ”行为 学 观察 
13.1 ”运动 行为 活性 ”10: 00—12: 00 测定 暴露 
24h 和 96h 后 各 组 动物 的 运动 行为 , 包括 游 尺 距离 
(exploring distance)、 平 均 速 度 (average speed)。 实 验 
前 先 将 每 条 鱼 放置 在 开放 环境 模型 (图 1) 中 适应 30 
s (水 深 6 cm); 然后 用 斑马 鱼 行 为 仪 (Videotrack; 
ViewPoint Life Sciences, 法 国 , 里 昂 ) 自 动 记录 其 行 
为 5 min; 测定 结束 后 放置 在 编号 为 1 一 10 的 独立 
小 鱼缸 。 
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图 1 开放 环境 模型 
Fig. 1 Open-conditioning paradigm 














1.3.2 ”应 激 回避 条 件 模型 ”使 用 聚 乙烯 材料 构建 
一 个 穿梭 箱 (图 2)( 长 20 cmX 宽 8.5 cmX 高 6 em), 
通过 一 块 不 透明 挡 板 将 穿梭 箱 平均 分 成 两 个 相等 














本 研究 通过 检测 非 致死 酸性 环境 ,微量 铝 离子 
暴露 下 斑马 鱼 运动 行为 和 学 习 记忆 能 力 的 变化 ， 探 
讨 铝 在 酸性 环境 中 的 毒 理 效应 , 为 研究 金属 离子 与 


























大 小 的 区 域 ， 挡 板 底 留 出 1 一 2 cm 的 空间 允许 动物 
通过 , 水 深 3 cm。 本 实验 依据 斑马 鱼 对 黑暗 的 偏好 
性 分 别 设置 光亮 区 域 和 黑暗 区 域 。 光 亮 区 域 通过 红 

























































































光 来 照射 ; 黑暗 区 域 由 黑色 挡 板 履 盖 穿梭 箱 项 放 光 ， 
同时 在 黑暗 区 域 两 侧 对 称 设 置 电 流 为 50 mA/s 的 正 
负电 极 。 当 电 击 时 ， 斑 马 鱼 必须 穿 过 中 间 挡 板 下 区 
域 到 达 光 亮 区 域 躲 避 电 击 (黑暗 偏好 性 为 非 条 件 刺 
激 ， 电 击 为 条 件 刺激 ) 。 实 验 分 为 观察 期 、 训 练 期 
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会 躲避 暗 区 电击 形成 记忆 ; 如 果 进 入 暗 区 ,电击 20 
s 后 放 回 小 鱼缸 , 电击 训练 至 其 学 会 躲避 电击 ,标准 
为 10 次 连续 实验 有 8 次 在 10 s 内 不 进入 上 暗 区 的 时 
间 ( 如 果 10 次 达 不 到 标准 则 继续 训练 至 成 绩 达 到 
80%) . 测试 期 : 将 动物 放置 回 开放 区 域 24h 后 检测 ， 


























































































































和 测试 期 , 通过 比较 训练 期 和 测试 期 斑马 鱼 衙 避 电 
击 的 标准 时 长 来 判断 其 学 习 记忆 能 力 是 否 形成 ， 因 
此 ， 该 模型 也 称 为 电击 躲避 行为 模型 (Rawashdeh et 
al, 2007). 
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H 20 cm y 7 





图 2 应 激 回避 条 件 模型 


Fig.2 Active-avoidance conditioning paradigm 




















1.3.3 ”学 习 记 忆 能 力 的 测定 ”观察 期 : 训练 前 检测 
动物 的 黑暗 区 域 停留 时 间 ， 设 置 好 实验 装置 和 实验 
环境 (室内 保持 黑暗 ), 上 暗 区 不 设置 电极 ,每 组 斑马 鱼 
编号 为 1—10, 依次 放 入 实验 装置 亮 区 观察 其 在 5 
min 内 停留 在 暗 区 的 时 间 , 不 少 于 4 min 即 可 确定 
其 偏好 性 ， 实 验 结束 后 ， 放 回 鱼缸 。 训 练 期 : 将 电 
极 设置 在 暗 区 电击 实验 组 鱼 ,训练 时 间 为 30 s。 先 
将 动物 放 入 亮 区 ，10 s 内 如 果 不 进 入 上 暗 区 , 视 为 学 
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EEI ARCA RRE rH HEI TRI, SE 
验 完 毕 ， 放 回 鱼缸 。 最 后 统计 训练 期 学 会 标准 时 间 
和 测试 期 学 会 标准 时 间 , 计算 记忆 得 率 进行 统计 分 
Hr, 通过 公式 得 出 记忆 得 率 : 







































































(训练 期 学 会 标准 时 间 - 8) — (测试 期 学 会 标准 时 间 -8) 
(训练 期 学 会 标准 时 间 二 8)+( 测 试 期 学 会 标准 时 间 二 8) 


1.4 数据 处 理 
] SPSS17.0 软件 进行 数据 处 理 ， 数 据 以 平均 
(EL + Ps HE eR (meantSE) KIR, 总 体 比较 检验 采用 单 
因素 方差 分 析 (one-way ANOVA), 组 间 多 重 比较 采 
用 事件 后 分 析 - 检 验 (postrhoc，LSD) 和 t- 检 验 , P< 
0.05 为 显著 差异 , P<0.01 为 极 显 著 差 异 。 


2 结 R 


24 ”运动 行为 活性 测试 结果 

2.1.1 24h 铝 离子 暴露 后 运动 活性 ”pH 5.8 铝 离 子 组 
的 游 飞 距离 和 平均 速度 显著 高 于 对 照 组 (Fpns s pus sar" 
8.508, P<0.05)， 可 能 是 暴露 24h 后 出 现 的 短暂 应 激 
效应 导致 运动 活性 升 高 。 pH 7.8 和 pH 6.8 条 件 下 
铝 离子 组 游 飞 距离 和 平均 速度 相 比 对 照 组 有 一 定 
程度 降低 , 但 无 显著 差异 (Fon spuz.sar-0.707, P>0.05; 
FyucspuesAr 0.538, P>0.05)(# 1). 
















































































R1 斑马 鱼 在 24 h 铝 离子 暴露 下 运动 活性 测试 的 表现 (mean+S 忆 ) 
Tab.1 Effects produced by 24 h aluminum exposure on locomotor activity test 





















































AE 
分 组 Group NE Uf CURES Exploring distance (cm) 平均 速度 Average speed (cm/s) 
pH 7.8 对 照 组 pH7.8 Control group 10 1273.69:98.334 4.245640.327 
pH 6.8 对 照 组 pH6.8 Control group 10 1045.52+80.302 3.5680+0.198 
pH 5.8 对 照 组 pH5.8 Control group 10 1119.58+37.611° 3.7450+0.047" 
pH 7.8 铝 离子 组 pH 7.8 Aluminum ion group 10 1127.79473.189 3.7590+0.244 
pH 6.8 #4 4H pH 6.8 Aluminum ion group 10 942.29+54.063 3.1450+0.181 
pH 5.8 铝 离子 组 pH 5.8 Aluminum ion group 10 1363.98:123.371* 4.547050.411" 
pH 7.8. pH 6.8 和 pH 5.8 条 件 下 铝 离子 暴露 24h 后 ， 斑 马 鱼 在 开放 环境 模型 的 运动 活性 测试 中 5 min 内 游 尺 距离 和 平均 速度 。 


*#: 显著 差异 (P<0.05); **: 极 显 著 差 异 (P<0.01)。 


Six groups of zebrafish showd that different exploring distance and average speed in 5 min by aluminum exposure at pH 7.8, pH 6.8 and pH 5.8 


for 24 h in the open-conditioning paradigm, meaning of locomotor activity. *: significant difference (P<0.05), **: dramatic difference (P<0.01). 








2.1.2 ”96h 铝 离子 暴露 后 运动 活性 pH5.8 铝 离子 组 
的 游 飞 距离 和 平均 速度 显著 低 于 对 照 组 (Pousspnssa 
0.002, P<0.01)、pH 7.8 铝 离 子 组 (Foas sat pn 8Ar 2-353, 
P«0.01) 81 pH 6.8 铝 离子 组 (FuassAlpH6sAF=0.162， 
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P«0.01). pH 7.8 和 pH 6.8 铝 离子 组 游 飞 距离 和 3 
均 数 速度 虽 有 不 同 程度 的 降低 , 但 是 相 比 对 照 组 无 
Ni Fe FF (Fons spuzsAr-9.799, P>0.05; FnH6sgpH68AF 
4.365, P>0.05)(4 2). 
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R2 斑马 鱼 在 96 h 铝 离 子 暴露 下 运动 活性 测试 的 表现 (mean+SP) 
Tab.2 Effects produced by 96 h aluminum exposure on locomotor activity test 























分 组 Group 个 数 Number 游 尺 距离 Exploring distance (cm) ”平均 速度 Average speed (cm/s) 
pH 7.8 对 照 组 pH 7.8 Control group 10 1166.66+21.492 3.8889+0.072" 
pH 6.8 对 照 组 pH 6.8 Control group 10 939.79+108.346 3.1340+0.361 
PH 5.8 对 照 组 pH 5.8 Control group 10 987.42::54.935" 3.291040.183" 
pH 7.8 铝 离子 组 pH 7.8 Aluminum ion group 10 1009.112:96.047" 3.363740.320" 
pH 6.8 铝 离子 组 pH 6.8 Aluminum ion group 10 943.20245.988" 2.9660::0.174" 
pH 5.8 铝 离子 组 pH 5.8 Aluminum ion group 10 581.48:53.233" 1.938020.177" 

















pH 7.8. pH 6.8 和 pH 5.8 条 件 下 ， 铝 离子 暴露 96h 后 6 组 斑马 鱼 在 开放 环境 模型 的 运动 活性 测试 中 5 min 内 游 尺 距离 和 平均 速度 。 





*; 显著 差异 (P<0.05); **: 极 显著 差异 (P<0.01)。 








Six groups of zebrafish showd that different exploring distance and average speed in five minutes by aluminum exposure at pH 7.8, pH 6.8 and 


pH 5.8 for 96 h in the open-conditioning paradigm, meaning of locomotor activity. *: significant difference (P«0.05); **: dramatic difference 


(P<0.01). 


22 ”学 习 记忆 能 力 测试 结果 

2.2.1 应 激 回避 条 件 模型 学 习 能 各 组 斑马 鱼 
在 铝 离子 暴露 24 h 和 96 h 后 在 训练 期 学 会 标准 的 
时 间 总 体 比 较 ( 图 3) 检 测 学 习 能 力 的 变化 暴露 24n 
后 pH 7.8 铝 离子 组 .pH6 .8 铝 离 子 组 和 pH 5.8 铝 离 
子 组 与 对 照 组 相 比 ， 学 会 标准 时 间 有 升 高 的 趋势 ， 





















































但 无 显 著 差 b: (FpH7.8AlpH7.8—0.724, P>0.05; 
ZpH68ALpH68s= 5.913, P>0.05;  FyussALpus.s- 0.709, 


P>0.05), 学 习 能 力 没有 出 现 明显 降低 ， 与 行为 参数 
变化 相对 应 。 铝 离 子 暴露 96 h 后 ， 检 测 其 训练 后 
学 习 记 忆 能 力 结果 , 显示 pH 5.8 铝 离子 组 学 会 标准 
时 间 明 显 高 于 pH 6.8 铝 离 子 组 (FoHssAl pHcsAE=0.134， 
P<0.01) 和 pH 7.8 铝 离 子 组 (FoassAl puz.sAr- 0.003, 












































P<0.01)。 同 时 ， 明 显 高 于 暴露 24 h pH 5.8 铝 离子 
组 (Fyns.g8Ai96, pH5.8AL24= 0.272, P<0.05)。 

2.2.2 ”应 激 回 避 条 件 模 型 记忆 能 力 各 组 斑马 鱼 在 
铝 离子 暴露 24 h 和 96 h 后 ， 在 训练 期 记忆 得 率 总 
体 比 较 ( 图 4) 检 测 记 忆 能 力 的 变化 。 铝 离子 暴露 24 
h 后 结果 显示 ,pH 7.8 ATH pH 6.8 铝 离 子 组 、 
pH 5.8 铝 离子 组 与 对 照 组 相 比 无 显著 差异 
(Fpuz.sALpu7.876.724, P>0.05; FpH68ALpH6.8=3.913，P> 
0.05; FassalpHss=0.709，P>0.05)， 记 忆 能 力 无 明显 
降低 ， 暴 露 96 后 检测 期 记忆 能 力 结果 显示 , pH 5.8 
铝 离子 组 记忆 得 率 显 著 高 于 对 照 组 (Fas sat, pH5.8= 
1.010, P«0.01). pH 7.8 铝 离子 组 (PassAl pH7.8AI7 
0.835, P«0.01)ll pH 6.8 铝 离子 组 (FoHssAl presa 
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图 3 斑马 鱼 在 铝 离子 暴露 24h 496 h 后 ， 训 练 期 学 会 标准 时 间 的 表现 





























Fig.3 Effects produ 


pH 7.8. pH 6.8 和 pH 5.8 条 件 下 , 铝 离子 暴露 24h 和 9%6h 后 12 组 斑马 鱼 在 应 激 匠 


准时 间 的 长 短 情况 ,表示 学 习 能 力 的 高 


ced by aluminum exposure for 24 h and 96 h on time of learning criteria 
避 条 件 模型 进行 学 习 能 力 的 测试 , 检测 训练 期 学 会 标 
显著 差异 (P<0.05);**: 极 显著 差异 (P<0.01)。 






































Re *: 


Twelve groups of zebrafish showed that different training period to learning criteria by aluminum exposure at pH 7.8, pH 6.8 and pH 5.8 for 24 h 


and 96 h in the active-avoidance conditioning paradigm, meaning of learning ability. *: significant difference (P«0.05), **: dramatic difference 


(P<0.01). 
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图 4 斑马 鱼 在 铝 离子 暴露 24h 和 96 h 后 检测 期 记忆 能 力 的 表现 





Fig.4 Effects produced by aluminum exposure for 24 h and 96 h on memory ability 


pH7.8. pH6.8 和 pH5.8 条 件 下 ， 铝 离子 暴露 24 h 和 96 h 后 12 组 斑马 1 
显著 差异 (P<0.05); **: 极 显 著 差 异 (P<0.01) 。 





高 低 通 过 由 公式 计算 的 记忆 得 率 表示 。*: 



































在 应 激 回 避 条 件 模型 进行 记忆 能 力 的 测试 , 检测 期 记忆 能 力 的 











Twelve groups of zebrafish showed that different retentions by aluminum exposure at pH 7.8, pH 6.8 and pH 5.8 for 24 h and 96 h in the 


Active-avoidance conditioning paradigm, retention score as memory ability was calculated by the algorithm. *: significant difference (P«0.05), 


**: dramatic difference (P«0.01). 


3.150, P<0.01))， 记 忆 能 力 出 现 明 显 降 低 ; 而 pH 7.8 
铝 离子 组 和 pH 6.8 铝 离子 组 与 对 照 组 相 比 有 变化 
的 趋势 ,但 无 显著 差异 (FoHy salpH7s=-3.672，P>0.05; 
FyncsAL pri. 72.631, P>0.05). 
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水 中 pH 的 变化 能 够 改变 鱼 类 血液 中 的 血红 和 蛋 
白 、 红 细胞 数 和 细胞 膜 渗 透 压 (Camargo et al,2009), 
引起 机 体 本 身 产生 一 定 程度 的 生理 变化 并 降低 运 
动 活性 。 随 着 暴露 时 间 的 延长 ， 铝 能 以 离子 形式 (万 
其 是 AP) 通过 鱼 鲁 部 在 体内 不 断 积 累 导 致 钠 钾 
-ATP 酶 (Na ，K -ATPase) 活 性 减弱 ,使 金属 毒性 不 
Wt OR, 致使 鱼 类 运动 活性 减弱 和 死亡 率 升 高 
(Nilsen et al, 2010)。 在 微量 铝 离子 存在 的 非 致死 情 
况 下 ,产生 的 毒性 效应 可 引起 乙酰 胆 碱 酯 酶 活性 天 
高 ， 导 致 鱼 类 运动 活性 降低 和 生殖 功能 减弱 (Senger 
et al, 2011)。 本 实验 探讨 了 铝 离子 在 酸性 环境 下 ， 
产生 的 毒性 效应 对 运动 行为 和 学 习 记 忆 能 力 的 影 
响 ， 以 及 铝 与 阿尔 海 默 茨 症 之 间 的 关系 。 通 过 运动 
活性 测定 方法 证 明了 随 着 非 致 死 的 酸性 程度 (pH) 加 
UE, 铝 离 子 能 够 改变 斑马 鱼 运 动 活 性 参数 ( 游 飞 距 
离 、 平 均 速 度 显著 降低 ), 尤其 是 在 pH 5.8 铝 离 子 组 
较 对 照 组 有 明显 差异 。 

阿尔 海 默 次 症 患 者 的 临床 症状 为 近期 记忆 能 
力 降低 , 继而 表现 持续 性 衰退 、 失 语 、 判 断 推理 能 














































































































































































































神经 系统 接受 外 界 环 境 变 化 获得 新 行为 和 经 验 的 
过 程 ,记忆 是 学 习 后 经 验 的 保持 和 再 现 。 因 此 ， 学 
习 和 记忆 是 两 个 相互 联系 的 过 程 , 有赖 于 全 脑 功能 
区 域 的 整合 , 如 : 空间 学 习 记 忆 的 海马 区 域 、 隐 含 
式 学 习 的 小 脑 以 及 回避 学 习 的 杏仁 核 。 虽 然 关 于 斑 
马 鱼 及 其 他 鱼 类 学 习 的 神经 环 路 机 制 还 不 十 分 清 
楚 , 但 是 可 以 通过 大 量 的 行为 模型 来 检测 其 学 习 和 
记忆 能 力 ， 如 通过 不 相关 的 刺激 条 件 ， 比 如 颜色 、 
食物 奖赏 等 建立 联合 式 学 习 模 型 (Hall & Suboski, 
1995); 或 通过 穿梭 箱 将 条 件 刺 激 和 非 条 件 刺激 联 
合 起 建立 回避 学 习 模 型 (Xu et al, 2007) 。 这 类 模型 
能 够 使 鱼 类 迅速 地 学 会 对 刺激 做 出 反应 ， 行 为 学 检 
测 具 有 高 通 量 篇 选 性 ,适合 用 于 对 病理 学 、 毒 理学 
及 其 他 学 习 记 忆 相 关 基 因 进 行 筛 选 研究 (Norton & 
Bally, 2010)。 本 研究 中 斑马 鱼 能 够 对 电击 (条 件 刺激 ) 
和 趋 暗 性 ( 非 条 件 刺激 ) 做 出 反应 。 因此 ， 可 以 通 
过 建立 应 激 回 避 条 件 模 型 来 检测 其 在 非 致死 酸性 
环境 中 铝 离子 暴露 下 的 学 习 记 忆 能 力 。 随 着 酸性 程 
度 的 加 深 和 暴露 时 间 延 长 ， 铝 离子 能 够 改变 斑马 鱼 
学 习 记 忆 能 力 , pH 5.8 铝 离子 组 与 pH 7.8 铝 离子 组 、 
pH 6.8 铝 离子 组 相 比 ， 学 会 标准 时 间 明 显 增加 ， 表 
明 铝 离子 暴露 时 间 越 长 ， 学习 能 力 降 低 越 明显 。 单 
pH 变化 情况 下 无 显著 差异 , 由 于 pH 值 变化 能 够 引 
起 钠 钾 ATP 酶 活性 降低 和 体内 和 氧 离 子 在 血液 中 含 
量 以 及 细胞 膜 渗透 压 的 增加 ， 破 坏 组 织 细胞 中 的 酸 


























































































































































































































































































































JH A DURS (Zhang & Liu, 2003)。 学 习 是 





碱 平 衡 (Camargo et al, 2009; Nilsen et al, 2010); 而 
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学 习 记 忆 相 关 基 因 大 多 与 离子 通道 相关 的 受 体 和 
激酶 有 关 ， 如 和 蛋白 激酶 、N- 甲 基 -D- 天 冬 氨 酸 受 体 
(N-methyl-D-asparitic acid receptor) 介 导 学 习 记 忆 产 
生 和 变化 (Rodrigues et al, 2004)， 表 明 随 着 pH 值 的 
降低 和 铝 离 子 相互 作用 导致 学习 和 记忆 能 力 出 现 
微弱 变化 的 趋势 ， 而 铝 离 子 在 体内 大 量 积累 的 毒性 
作用 可 能 影响 了 与 学 习 记 忆 相 关 基 因 的 表达 ， 
学 习 记忆 能 力 出 现 明显 衰退 ; 表明 斑马 鱼 在 非 致死 
微量 铝 离 子 暴露 的 酸性 (pH) 水 环境 情况 下 ,斑马 鱼 
其 露 时 间 越 长 ， 其 对 于 运动 行为 和 学 习 记 忆 能 力 的 
影响 越 大 ， J 其 身体 机 能 特别 是 大 脑 神经 活动 有 显著 
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影响 ; 表明 铝 离子 等 金属 离子 在 酸性 环境 下 与 pH 
相互 作用 引起 其 行为 变化 和 神经 毒性 的 产生 ,对 于 
人 类 生活 环境 水 污染 等 环境 治理 和 对 于 阿尔 海 默 
次 症 等 生理 病变 有 指导 和 借鉴 的 意义 。 特 别 是 对 中 
老年 人 阿尔 海 默 次 症 的 病变 和 病情 加 重 和 金属 高 
子 的 摄 入 有 一 定 相关 性 ,对 人 类 研究 金属 元 素 与 阿 
尔 海 默 茨 症 之 间 的 联系 和 机 制 具 有 一 定 的 参考 价 
1E, 并 且 对 于 认识 铝 与 阿尔 海 默 茨 症 的 病理 机 制 有 
很 大 帮助 ,为 后 续 开 展 分 子 水 平 的 基因 表达 和 和 蛋白 
质 水 平分 析 提 供 行为 学 基础 资料 。 
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摘要 : 为 探讨 训练 时 程 对 大 鼠 水 迷宫 成 绩 的 影响 , 采用 直流 电解 法 建立 双 侧 背 侧 海马 损伤 大 鼠 模型 ， 并 通过 5 
d (5 dtraining) 和 7d 训 练 (7 dtraining) 两 种 不 同时 程 法 检测 海马 损伤 大 鼠 的 空间 学 习 记 忆 能 力 。 结 果 表 明 ， 两 种 训 
能 力 减退 ,而 在 检测 空间 记忆 障碍 时 则 略 有 不 同 。 与 5 d 训练 法 相 比 , 7 d 训练 法 不 仅 显 



























































练 法 均 反 映 大 鼠 空 间 学 3 
示 大 鼠 穿 台 次 数 下 降 ， 且 其 在 目标 象限 中 的 停留 时 间 百 分 比 亦 下 
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Influences of two different training paradiems on spatial learning and 
memory performance of hippocampal injured rats 


BIAN Hui FANG Song'”, MIAO Ying-Da’, YU Hua-Lin'" 


(1. Kunming Medical College, Kunming 650032, China ; 2. Medical Department, First Affiliated Hospital of Jiangxi Medical University, Nanchang 330006, 
China ; 3. Kunming Branch, People’s Bank of China, Kunming 650223, China) 


Abstract: In this study, the 5 d and 7 d training paradigms were adopted to investigate the influences of different 
training procedures on the performance of spatial learning and memory of the hippocampal injured rats. The results 
showed that during the hidden-platform acquisition training, similar spatial learning dysfunctions were indicated in those 
two training paradigms. Whereas, when the spatial memories have been evaluated, compared with the 5 d training groups, 
the rats under 7 d training procedure not only crossed the platform location less, but also preferred to spend less time in 
the target quadrant. 


Key words: Morris water maze; Spatial learning and memory; Hippocampal injury 


Morris 水 迷宫 (Morris water maze, MWM) 实 验 能 力 , 进而 影响 该 动物 的 MWM 成 绩 (Morris et al, 
| 英国 心理 学 家 Morris 于 1981 年 建立 , 并 随后 进 ^^ 1982; Morris, 1984). 
行 了 不 断 的 完善 及 改进 , 最 初 用 于 研究 大 鼠 的 空间 A MWM 建立 以 来 , 已 有 诸多 研究 者 根据 不 同 
学 习 记 忆 功 能 (Morris, 1981, 1984). Hj MWM DC — 实验 目的 对 经 典 MWM 进行 调整 ,建立 了 多 种 
成 为 研究 实验 动物 空间 学 习 和 记忆 能 力 最 常用 的 ” MWM 实验 方案 (Vorhees & Williams, 2006). 不同 研 
实验 方法 之 一 , 广泛 应 用 于 神经 科学 、 药 学 等 领域 。 究 者 在 水 迷宫 具体 操作 方面 大 致 相同 , 但 又 稍 有 区 
(D'Hooge & De Deyn, 2001). 别 。 例 如 ,隐藏 平台 实验 由 多 个 训练 日 构成 , 其 目 
MWM 实验 是 依赖 于 海马 的 空间 学 习 记 忆 和 任务， 的 是 使 动物 在 连续 多 日 的 训练 中 学 会 登 上 隐藏 3 
而 该 任务 的 完成 以 海马 结构 、 功 能 的 完整 性 为 前 提 ” ”人 台 的 实验 规则 ， 并 理解 如 何 得 到 救援 (Hodges， 
(D'Hooge & De Deyn, 2001)。 当 不 同 原因 导致 海马 1996)。 但 在 此 过 程 中 每 天 具体 的 训练 次 数 以 及 总 的 
结构 或 功能 不 完整 时 会 损害 动物 的 空间 学 习 记 忆 ”训练 时 程 并 没有 统一 要 求 , 每 天 的 训练 次 数 从 2 一 
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10 次 不 等 ,训练 时 程 多 为 6 一 1 个 训练 日 。 那 么 ,不 
同 的 训练 时 程 能 否 对 MWM 成 绩 产 生 不 同 的 影响 ， 
尤其 是 该 影响 是 否 依赖 于 海马 的 完整 性 ， 目 前 尚 无 
明确 答案 。 为 此 ， 本 研究 拟 采用 MWM 来 检测 直流 
电解 法 建立 的 双 侧 背 侧 海马 损伤 大 鼠 的 空间 学 习 
记忆 能 力 , 观察 5 d、7 d 两 种 不 同 训练 时 程 的 方法 
是 否 影响 其 MWM 成 绩 ， 从 而 寻找 一 种 更 适合 本 实 
验 模型 的 训练 方法 ,为 后 续 实 验 英 定 基础 。 


1 材料 和 方法 


11 实验 动物 

成 年 雄性 Sprague-Dawley 大 鼠 购 于 昆明 医学 
院 实验 动物 中 心 ， 购买 时 体重 180 一 200 g, 许可 证 
编号 为 SCXK( 演 )2005-0008。 实 验 开始 前 ,所 有 实 
验 用 鼠 在 本 实验 室 适 应 至 少 一 周 。 大 鼠 饲养 在 动物 
笼 内 ， 自 由 进 水 取 食 , 12 h 明 、 暗 交替 (光照 时 间 : 


























































































































Wr R 33 卷 


被 等 分 为 第 I[、 工 、 HE IVA [rg 参照 Vorhees & 
Williams (2006) 的 方法 取 西 北 、 北 、 东 、 东 南 等 4 















































个 入 水 点 , 平台 置 放 于 第 开 象 限 ( 目 标 象限 ) 正 中 。 水 
迷宫 实验 由 熟悉 适应 、 隐 藏 平台 及 空间 探索 三 部 分 


















































组 成 。 第 一 天 为 熟悉 适应 过 程 ， 逃 逸 平 台 暴 露 且 高 
出 水 面 1cm， 将 大 鼠 面壁 放 入 水 迷宫 自由 游泳 120 
s 适应 环境 ,记录 大 鼠 寻求 并 登 上 平台 所 需 的 时 间 ， 
即 逃避 洪 伏 期 (latency); #7 120 s 后 大 鼠 未 找到 平台 ， 
则 将 其 引导 至 平台 并 停留 60 s; 共 进 行 4 次 训练 。 

隐藏 平台 实验 历时 5 d (或 7 d),， 逃 逸 平台 隐藏 于 水 
下 Lome 每 天 每 上 只 大 鼠 接受 4 次 训练 ,记录 方式 同 
适应 阶段 ， 具 体 训 练 流 程 参照 Vorhees & Williams 
(2006)。 空 间 探索 实验 在 最 后 一 次 隐藏 平台 实验 结 
RJE 24 h 开始 ,撤除 平台 , 将 大 鼠 从 第 III 和 象限 (目标 
象限 的 对 面 象限 ) 中 点 放 入 水 中 ,记录 120 s AKR 
在 4 个 象限 的 游泳 时 间 百 分 比 及 穿 过 原平 台所 在 位 





























































































































置 的 次 数 。 迷 宫 上 方 安装 连接 显示 系统 的 摄像 头 ， 














07: 00—19: 00)， 室 温 (23+2) 'C。 操 作 符 合 动物 实 

















验 管理 条 例 。 
12 ”动物 模型 建立 及 分 组 

大 鼠 设 置 为 5 d 训练 组 : 对照 (controls K, 
海马 损伤 (lesion) 11 K; 7d 训练 组 : 对 照 
(control)12 只 、 海 马 损伤 (lesion)11 只 。 

动物 模型 建立 ， 大 鼠 腹 腔 注射 硫酸 阿托品 
(0.3 mL/ 只 , 天 津 金 炊 氨基酸 有 限 公 司 ) 及 戊 巴 比 受 
钠 (45 mg/kg 体重 ，Sigma) 致 麻醉 后 ,将 其 固定 在 脑 
立体 定位 仪 上 (深圳 瑞 沃 德 生命 科 技 有 限 公 司 )。 依 
次 切 开 头皮 、 肌 肉 以 暴露 颅骨 , 在 海马 上 方 颅骨 钻 
孔 4 个 , 孔径 约 为 1mm。 将 仅 尖 端 暴 露 1 mm 的 涂 
AABN A AMET RAT (AEA 0.3 mm， 苏 州 医 
疗 用 品 广 ) 垂 直 插 入 大 鼠 背 侧 海马 。 根 据 大 鼠 脑 立体 
定位 图 谱 (Paxinos & Watson, 1998) 确 定 大 鼠 背 侧 海 
马 坐 标 :前 因 后 4 mm, 中 线 左 / 右 旁 2mm 及 3.4 mm, 
颅骨 下 4 mm。 打 开 直流 电 损毁 仪 进行 直流 电解 ， 
参数 为 2 mA, 60 s。 手 术 结束 后 缝合 头皮 ， 局 部 涂 控 
ERKE, 同时 连续 3 d 肌肉 注射 青霉素 钠 4X 
10°U 预防 感染 。 手 术 后 4 周 进行 水 迷宫 检测 。 
13 水 迷宫 检测 

本 实验 所 用 水 迷宫 为 一 直径 180 cm、 高 50 cm 
的 圆 形 水 池 , 池内 水 深 31 em (适应 阶段 为 29 cm), 
水 温 维 持 在 (21+1) CC。 黑色 遮光 帘 将 水 池 围 起 以 减 
少 其 他 因素 的 干扰 ,遮光 布 帘 上 贴 有 不 同形 状 颜 色 
图 形 作 为 标记 。 实 验 间 内 光线 恒定 ,水 面 漂浮 覆盖 
褐色 塑料 颗粒 ,使 大 鼠 看 不 见 平 台 和 池 底 。 水 迷宫 
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大 鼠 的 运动 轨迹 的 记录 和 分 析 采 用 中 国 科 学 院 昆 
明 动 物 研究 所 研制 开发 的 软件 完成 。 

水 迷宫 检测 前 1 周 进行 大 鼠 的 运动 功能 相关 检 
测 (balance beam 和 prehensile-traction) 以 评价 其 运 
动 功 能 ,结果 显示 , 损伤 组 与 对 照 组 大 鼠 运 动 功能 评 
分 没有 统计 学 差异 , 提示 损伤 组 大 鼠 无 运动 障 但 。 
14 ”组 织 学 检查 

实验 结束 后 对 电极 损伤 区 域 进行 组 织 学 检查 ， 
分 别 用 生理 盐水 及 4% 多 聚 甲醛 经 左 心室 灌流 后 取 
Wi. 多 聚 甲醛 固定 , 20%、30% 其 糖 溶液 梯度 脱水 后 ， 
做 冰冻 冠状 切片 片 厚 20 um, 然后 进行 HE 染色 观 
察 海马 损伤 情况 。 若 定位 不 在 背 侧 海马 的 动物 弃 之 
不 用 。 
15 统计 学 分 析 

数据 以 meantSE RIR, 水 迷宫 的 逃避 潜伏 期 采 
用 重复 测量 方差 分 析 ; 空间 探索 实验 中 的 各 象限 游 
泳 时 间 百 分 比 采 用 单 因素 方差 分 析 , 组 间 比 较 及 空 
间 探 索 实 验 中 的 穿 台 次 数 采 用 非 配 对 上 检验 分 析 。 
所 有 统计 计算 由 SPSS13.0 软件 完成 ,， P<0.05 视 为 
具有 统计 学 差异 。 

结 果 
2.1 组 织 学 检查 

切片 经 HE 染色 显示 ， 模 型 组 大 鼠 海 马 组 织 结 


构 不 完整 ， 椎 体 细胞 层 破 坏 , 大量 细胞 缺失 ,排列 率 
乱 玻 松 ， 损 伤 区 域 主要 位 于 背 侧 海 马 及 其 周围 (图 1) 
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图 1 直流 电解 损伤 大 鼠 双 侧 背 海马 (HE 染色 法 ) 
Fig.1 Bilateral dorsal electrolytic injured hippocampus 
(Hematoxylin-Eosin staining) 

22 水 迷宫 空间 学 习 能 力 比较 
将 大 鼠 每 天 4 次 的 逃避 潜伏 期 取 平均 值得 到 每 
天 的 水 迷宫 平均 逃避 潜伏 期 。 重 复 测量 方差 分 析 显 
AN, 5 d 训练 组 对 照 、 海 马 损 伤 大 鼠 的 平均 逃避 潜伏 
期 总 体 比 较 具 显著 性 差异 [F117n=4.98, P—0.05]. 5 
对 照 组 相 比 ,海马 损伤 大 鼠 的 逃避 潜伏 期 明显 延长 
[ 非 配对 +- 检验: — =-2.74, P<0.05 (d4); t=-2.40, P 
«0.05 (d5); t=-4.30, P<0.01 (d6) (KI 2). 7 d 训练 
组 对 照 、 海 马 损伤 大 鼠 的 平均 逃避 潜伏 期 总 体 比 较 
有 显著 性 差异 [Fu 2,726.10, P 二 0.01]。 与 对 照相 比 ， 
海马 损伤 大 鼠 的 逃避 潜伏 期 明显 延长 [ 非 配对 上 检 
:三 -3.88, P<0.01(d2); £--4.47, P<0.01(d3); 
t=-3.79, P<0.01(d4); =-4.43, P<0.01(d5); t—-4.69, 
P<0.01(d6); #-3.59, P<0.01(d7); #-3.18, P< 

0.01(d8) ] (图 3) 。 
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图 2 Sd 训练 组 平均 逃避 潜伏 期 

















Fig.2 Average latency of the 5 d training group 
*; P005; **- P<0.01. 


2 ”水 迷宫 空间 记忆 能 力 比较 

空间 探索 实验 结果 显示 5 d 训练 组 、7d 训练 组 
海马 损伤 大 鼠 穿 台 次 数 明显 减少 ， 与 对 照 组 相 比 ， 
有 显著 性 差异 [ 非 配 对 上 检验 : ST 大 3.10，P<<0.01; 
LT £--5.92, P-0.01] (图 4)。5 d 训练 组 海马 损伤 大 
鼠 在 目标 象限 游泳 时 间 百 分 比 高 于 对 面 象限 [LSD: 
target quadrant vs opposite quadrant P«0.05]; 7 d 训练 




















组 海马 损伤 大 鼠 在 目标 象限 游泳 时 间 百 分 比 下 降 ， 
与 对 面 象限 游泳 时 间 百 分 相 比 , 无 显著 性 差异 [LSD: 
target quadrant vs opposite quadrant P>0.05] (图 5)。 
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图 3 7d 训练 组 平均 逃避 潜伏 期 

















Fig.3 Average latency of the 7 d training group 
**: P— 0.01. 
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图 4 5d 训 练 组 、7d 训练 组 穿 台 次 数 
Fig.4 Times of crossing the platform location of the 5 d and 





7 d training group 
**: P— 0.01. 
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图 5 5d、74d 训练 组 在 目标 象限 及 对 面 象限 的 游泳 时 间 百 分 比 
Fig.5 The swimming time percentages of 5 d and 7 d training 
groups in the target quadrant vs opposite quadrant 

*: P<0.05; **: P— 0.01. 


3 讨论 
本 研究 采用 两 种 不 同时 程 的 训练 方法 来 探讨 
训练 时 程 是 否 会 对 双 侧 青 全 海马 损伤 大 鼠 的 水 迷 
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宫 成 绩 产 生 影响 。 结 果 发 现 , 在 隐藏 平台 实验 中 ， 
两 种 训练 法 的 海马 损伤 大 鼠 均 表现 为 逃避 潜伏 期 
明显 延长 , 提示 大 鼠 的 空间 学 习 能 力 下 降 。 该 结果 
与 前 人 报道 一 致 (Wood et al, 1993;Rapp & Gallagher, 
1996)。 在 空间 探索 实验 中 , 5 d 训练 组 海马 损伤 大 鼠 
不 能 对 平台 进行 精确 定位 ， 穿 台 次 数 明 显 下 降 , 但 
对 目标 象限 仍 有 一 定 偏好 ; 当 把 训练 时 程 延 长 2 d 后 ， 
模型 大 鼠 在 空间 探索 实验 中 不 表现 明显 象限 偏好 ， 
提示 大 鼠 空 间 记忆 能 力 下 降 ， 即 较 长 时 程 的 训练 可 
以 更 彻底 地 反映 大 鼠 背 侧 海马 损伤 的 影响 。 

逃避 潜伏 期 是 隐藏 平台 实验 中 的 一 个 相对 稳 
定 的 评价 指标 。 以 往 的 研究 发 现 , 不 同 实验 室 之 间 
MWM 的 实验 设备 、 训 练 方法 、 动 物种 类 及 周围 环 
境 等 或 多 或 少 存在 差异 , 但 逃避 潜伏 期 受 这 些 因素 
9 影响 较 小 , 检测 结果 差别 不 大 (Crabbe et al, 1999), 
本 实验 结果 也 验证 了 这 一 点 。 当 改变 训练 时 程 时 ， 
海马 损伤 大 鼠 均 表现 明显 的 空间 学 习 障 碍 ,说 明 两 
种 训练 方法 均 能 检测 出 动物 空间 学 习 能 力 的 下 降 。 
空间 探索 实验 是 在 一 系列 重复 的 隐藏 平台 实验 的 
基础 上 进行 的 , Morris 以 成 年 正常 雄性 Lister K RN 
实验 动物 ， 最 初 采 取 的 是 第 一 、 二 天 各 8 次 , 第 三 
天 4 次 , 共 训 练 20 次 后 进行 空间 探索 实验 的 做 法 ， 
结果 显示 空间 探索 实验 中 大 鼠 在 目标 象限 停留 时 
间 明 显 高 于 其 他 象限 (Morris，1981); 在 随后 的 实验 
中 , 采用 每 天 4 次 , 共 训 练 28 次 后 进行 空间 记忆 功 
能 检测 的 方法 ， 结 果 发 现 海 马 背 侧 和 腹 侧 均 损 伤 的 
大 鼠 无 明显 的 象限 偏好 ， 而 海马 上 方 皮层 损伤 及 空 
白 对 照 组 大 鼠 ， 则 均 表 现 出 明显 的 象限 偏好 ,， 且 在 
目标 象限 停留 的 时 间 高 于 其 他 象限 (Morris et al, 
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双 侧 背 海马 ,然后 每 天 8 次 , 共 训 练 32 次 后 检测 大 
鼠 的 空间 记忆 功能 ,发 现 海马 损伤 大 鼠 无 明显 象限 
偏好 。 然 而 ,由 于 每 天 训练 8 次 工作 量 很 大 ， 故 现 
在 多 采用 每 天 训练 4 次 的 方法 , 但 不 同 研究 者 仍 有 
其 各 异 的 训练 法 (Moser et al, 1993; Riedel et al, 
999)。 我 们 在 前 期 进行 空间 探索 实验 时 发 现 , 5 d 
训练 组 海马 损伤 大 鼠 不 能 对 平台 进行 精确 定位 ， 穿 
台 次 数 明显 下 降 , 但 对 目标 象限 仍 有 一 定 的 偏好 。 
考虑 到 海马 损伤 大 鼠 只 有 经 过 “足够 ”的 训练 才 可 
以 达到 提取 记忆 的 目的 , 我 们 将 训练 时 程 延 长 后 发 
现 大 鼠 穿 台 次 数 明显 下 降 且 无 明显 象限 偏好 ,提示 
大 鼠 的 空间 记忆 能 力 明显 下 降 。 两 种 时 程 的 方法 产 
生 差异 的 原因 可 能 是 由 于 海马 损伤 大 鼠 的 海马 结 
构 功 能 异常 。 对 照 组 大 鼠 ， 经 过 短期 的 训练 足以 达 
到 稳定 的 空间 学 习 记 忆 状 态 , 而 海马 损伤 大 鼠 则 需 
要 延长 训练 时 程 才 可 以 达到 一 个 相对 稳定 的 状态 。 

综 上 所 述 ， 本 实验 结果 表明 两 种 不 同时 程 的 训 
练 方法 均 能 反映 海马 损伤 大 鼠 的 空间 学 习 能 力 , 但 
在 检测 空间 记忆 方面 略 有 不 同 。 当 用 于 检测 动物 的 
空间 学 习 能 力 时 倾向 于 选择 5 d 训练 法 ， 而 检测 空 
间 记 忆 能 力 时 则 可 选择 7 d 训练 法 。 水 迷宫 实验 作 
为 测试 动物 空间 学 习 记 忆 能 力 的 经 典 方法 , 值得 进 
步 研究 、 完 善 。 
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